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INTRODUCCION.

En el mundo molecular, los investigadores actlan como detectives que
trabajan intensamente para desentrafiar los misterios que rodean las células. Una
de las herramientas, en esta tarea ha sido la espectroscopia Raman'. Esta es una
tecnica espectroscopica que mide el Onico espectro Raman para cada tipo de
molécula biolégica. Como tal, la espectroscopia Raman tiene el potencial de
proporcionar a los cientificos con una biblioteca de espectros que pueden
utilizarse para identificar la composicion de una molécula desconocida. Sin
embargo, esta técnica es limitada en el sentido de que no es capaz de manipular
estructuras particulares, sin perturbar su ambiente (nico. La espectroscopia
Raman es una técnica no destructiva que da respuesta en los campos de trabajo
de las ciencias de la vida, una contribucion importante deriva de que es una
técnica que puede trabajar a presion atmosférica. Esta técnica proporciona
informacion sobre compuestos bioguimicos de los tejidos, como los carbohidratos,

proteinas, ADN, etc. El tipo de tejido y el estado determinan la composicién.

Como en el estudio del cancer, son primordiales las manchas
histopatologicas en la diagnosis estandar, pero la distincién entre tejidos sanos y
enfermos, a simple vista es muy compleja. Esta técnica ha estudiado el
diagnéstico de los gliomas? llegando no sélo a identificar el estado, si no incluso el
estado de desarrollo de la tumoracion, puesto que el alto contenido de ADN de un
tejido sera indicativo de la proliferacion de las células, identificado con el rapido

crecimiento asociado con el cancer.

La espectroscopia Raman ya se utiliza en algunas industrias como la
quimica y la farmacéutica por su asombrosa precisién, la gran ventaja es de que
esta no es invasiva, y permite obtener resultados mucho mas rapido que los
procedimientos clasicos y mucho mas precisos. A partir de la lectura de los tejidos

los cientificos podrian determinar en cuestion de minutos la enfermedad.



En el mundo actual son cada vez mas complejas y refinadas las técnicas de
analisis biologicos, la espectroscopia ha mantenido su lugar en la vanguardia. Un
tipo de espectroscopia en particular, espectroscopia Raman, ha demostrado ser
especiamente Util en la presentacién de un analisis detallado de una asombrosa
variedad de muestras bioldgicas. Espectroscopia Raman es capaz de detectar y

analizar muy pequefios objetos moleculares con alta resolucion.

Recientemente, un derivado de la espectroscopia Raman, denominado
Raman pinzas, ha permitido un mayor grado de capacidad analtica. Raman
pinzas usa pinzas Opticas para suspender y manipular una molécula sin contacto
directo, por lo que la molécula de espectros de Raman puede ser grabado
mientras se estd en su estado mas natural. Como tal, los espectros recogidos son
mas reflejo de la verdadera naturaleza de la molécula en estudio y, por tanto, de
mas importancia. Incluso con los adelantos de hoy, tan sélo estamos empezando
a aranar la superficie de una técnica que encierra la promesa de largo alcance y

futuras aplicaciones.

Una de ellas sobre el terreno que se beneficiara en gran medida de Raman
pinzas es virologia®. La alta resolucién, la fata de preparacion de la muestra, y
muy poco tiempo de la recopilacion de datos requeridos, la tecnologia ideal para
su uso en el estudio de los virus y las células infectadas viralmente. Sin embargo,
debido a la novedad del enfoque, esta revisién ha sido redactada de tal manera
gue los que no estan familiarizados con la optica de la fisica no pueden perderse y
perder interés en una tecnologia que posee este tipo de increble potencial.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Conocer los usos y aplicaciones de la Espectroscopia Raman en el

diagndstico clinico.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Identificar las enfermedades que pueden ser detectadas por espectroscopia

Raman

b) Analizar las ventajas de la especiroscopia Raman sobre las otras técnicas

espectroscopicas de diagnostico cominmente usadas
c) Discutir la viabilidad de esta nueva técnica

d) Conocer los fundamentos de la técnica de espectroscopia Raman



JUSTIFICACION

La espectroscopia Raman es una técnica usada en quimica y fisica de la
materia condensada para estudiar modos de baja frecuencia como los vibratorios,
rotatorios y otros. Basandose en los fenbmenos de dispersion inelastica o
dispersién Raman, de la luz monocromatica, generaimente de un laser en el rango
de luz visible, el infrarrojo cercano, o el rango ultravioleta cercano. La luz laser
interactia con fotones u ofras excitaciones en el sistema provocando que la
energia de los fotones del laser experimente un desplazamiento hacia arriba o

hacia abajo.

Actuaimente las areas de biologia y medicina estan involucrandose en el
uso de espectroscopia Raman para estudiar la materia organica como ha sido el
caso de la identificacion de la proteina pridnica de caracter infeccioso que se ha
detectado por la espectroscopia Raman. Esta técnica que por afios se ha usado
para la caracterizacién de materiales inorganicos, esta actualmente en desarrollo
para hacerla extensiva a detecciones de enfermedades entre las cuales pueden
citarse el cancer de mama, caries, osteoporosis, leucemia entre otros. En los
laboratorios de analisis clinicos se analiza la sangre de las personas para
diagnosticar la leucemia. Esta técnica primero determina los niveles de glébulos
rojos, blancos y plaquetas en un andlisis de sangre. Generalmente los glébulos
blancos pueden estar disminuidos, aunque su nimero también puede ser normal o
elevado. Lo que sera determinante, que al examinarlos al microscopio, se
observaran glébulos blancos muy inmaduros, blastos, que normalmente no estéan

presentes en la sangre circulante.

Los glébulos rojos y las plaguetas habrdan disminuido en nomero,
Para confirmar el diagnostico se tomara una muestra de médula 6sea, a través de
una aspiracion, y se analizaran las células presentes en ella. Esta ditima prueba le
proporciona al paciente en estudio un gran dolor y estrés para confirmarle este tipo
de enfermedad. Si se tuviera a la mano la técnica de espectroscopia Raman el

paciente no sufriria gran dolor y sélo se le extraeria una gota de sangre para darle

13



un diagnodstico de si posee o no posee leucemia convirtiéndose asi en un estudio
no invasivo y no doloroso asi como también un diagnostico rapido. Esto se
considera una real justificacion para estudiar y desarrollar un tema de actualidad,

que produciria una ventaja para el paciente.
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CAPITULO | ANTECEDENTES Y CARACTERISTICAS DE LA
ESPECTROSCOPIA RAMAN

1 ANTECEDENTES

Existen diferentes tipos de dispersiéon raman, por ejemplo: la dispersiéon Raman
espontanea es generalmente muy débil, y como resultado la principal dificultad de
la espectrometria Raman es separar la luz débil dispersada inelasticamente de la
luz intensa laser por dispersidon de Rayleigh. Histéricamente, los espectrémetros
Raman utilizaban rejilas de difraccion holografica y multiples etapas de dispersion
para lograr un alto grado de rechazo laser. En el pasado, los detectores de
eleccion para las configuraciones de dispersion Raman eran los
fotomultiplicadores, lo que daba lugar a largos tiempos de adquisicion. Sin
embargo, l instrumentacién moderna en casi todo el mundo emplea fitros de
muesca o borde para rechazar el laser, asi como espectrografos y detectores
CCD.

Hay diferentes tipos avanzados de espectrometria Raman, como la de
superficie potenciada, la polarizada, la estimulada, la de transmision, Ia

compensada espacialimente y la hiper-Raman.

En la actualidad hay muy pocos estudios de la espectroscopia raman
relacionados con tejidos organicos, asi podemos citar la patente relacionada con

investigaciones de proteina prionica:

P. Carmona, J. Monreal, E. Monleén, M. Monzén y J. J. Badiola* (2004)
inventaron un procedimiento para detectar proteina prionica infectiva por
Espectroscopia raman laser en muestras de animales infectados por una
encefalopatia spongiforme transmitible. La aplicacion de este método puede ser
extendido a estudios de sangre de borrego, humanos, ganado y pajaros entre

otros.



J. Griffith® (2007) ha desarrollado una investigacion a cerca de la deteccion de
enfermedades de cancer y osteoporosis de manera instantanea por medio de
espectroscopia raman, incluso durante la cirugia en la remocién de tumores se
corta parte del tejdo y se analiza por raman para saber hasta dénde remover el
tejido anormal.

1.1 HISTORIA DE LA ESPECTROSCOPIA RAMAN

En 1923, Compton® al estudiar la dispersién de rayos X por un blogue de
grafito, descubrié que en los rayos dispersados existian dos componentes: uno
que correspondia al rayo incidente y el ofro cuya frecuencia estaba desplazada en
una cantidad que dependia del angulo de dispersion, pero era independiente de la
longitud de onda inicial. A partir de ese afio y hasta 1927 varios investigadores y

entre ellos Smeka, Kramer y Heinsenberg y Dirac’> procuraron identificarlos.

En 1928, el fisico hindi Chandrasekhara Venkata Raman® (Fig. 1) descubrié
gue la longitud de onda visible de una pequefia fraccién de la radiacién dispersada
por ciertas moléculas difiere de la del haz incidente y, ademas, gue los
desplazamientos de la longitud de onda dependen de la estructura quimica de las
moléculas causantes de la dispersién.

La espectroscopia Raman ha sido fortalecida por la incorporacion del laser,
un haz de excitacion intenso aumenta la intensidad de la radiacion dispersada; por
lo tanto, la utilizacion de fuentes de laser aumenta la sensibiidad de la

espectroscopia Raman.

La espectroscopia Raman es una técnica en la que la muestra se irradia
con ia radiacién monocromatica, generaimente laser y la radiacién dispersada que

generaimente es de mayor fongitud de onda se mide de 90° a 180°.
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Figura 1. Chandrasekhara Venkata Raman
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La utiidad principal de la espectroscopia Raman es el estudio de la forma
del comportamiento de moléculas de alta simetria, o cromdforos dentro de la
molécula, para las cuales no puede obtenerse suficiente informacion del espectro
infrarrojo.

La espectroscopia Raman es una ayuda importante a la espectroscopia

infrarroja.

En la espectroscopia Raman existe una relacién lineal entre la intensidad y
la concentracion, lo cual permite la determinacion de los componentes mayores de

las mezclas de un modo mas sencillo que la espectroscopia infrarroja.

Desde su descubrimiento, generé un sostenido interés entre los fisicos y
guimicos de la época. Sin embargo tenia muchas limitaciones, pues el efecto
Raman era muy débil y requeria entre algunas horas y varios dias de exposicion.
Con la aparicién de laser® y posteriormente de detectores mas sensibles k

espectroscopia Raman ha encontrado un campo de aplicacién mas amplio.

Aunque hay simiitudes impresionantes entre los espectros Raman y los
espectros en el infrarrojo, hay suficiente diferencias entre las clases de grupos que
son activos en uno u ofro para hacer que las técnicas sean complementarias y no

competitivas.

Una ventaja importante de la espectroscopia Raman reside en que en esta
técnica el agua es un solvente muy (til. Ademas puesto que las sefiales por lo
general estan en la region visible o el infrarrojo cercano, se puede utilizar celdas
de vidrio o de cuarzo, lo que evita el inconveniente de tener que trabajar con

ventanas de cloruro de sodio o de ofros materiales inestables en la atmosfera.

A pesar de esas ventajas, la espectroscopia Raman apenas empez0 a ser
utiizada por los quimicos cuando se empezd a disponer de los rayos laser en los
afos sesenta. Lo cual facilité la obtencion de espectros. En los afos recientes la
espectroscopia Raman se ha wvuelto una herramienta de rutina gracias a los rayos
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laser, los detectores en serie y la disponibilidad de instrumentos modernos

comerciales de costo moderado.
1.2 LIMITES DE LA ESPECTROSCOPIA RAMAN.

Las capacidades analiticas de la espectroscopia Raman se ven limitados
por su incapacidad para manipular, y por lo tanto, analizar a fondo las moléculas

bioldgicas objeto de estudio sin hacer contacto fisico.

Esta limitacion se ha resuelto por espectroscopia Raman de acoplamiento
con una tecnologia llamada pinzas oOpticas™ E! nuevo método, denominado
Raman pinzas, utiliza pinzas opticas para manipular una muestra sin contacto con

ella para que no sea modificada la espectroscopia Raman para el analisis.

1.3 RAMAN PINZAS.

Raman pinzas es una tecnologia relativamente nueva. Las parejas
espectroscopia Raman con pinzas Opticas permiten lograr que muestras
desconocidas tengan control y resolucion.

Pinzas épticas es un sistema que concenfra casi un laser infrarrojo sobre
una muestra para solucionar e! problema en una trampa Optica que pueda ser

controlada.

La técnica, que fue desarrollada por primera vez por Arthur Ashkin™ En
1986, tiene la capacidad para controlar los cobjetos con tamafios desde 5 nm a
mas de 100 nm, ya se trate de atomos, virus, bacterias, proteinas, células, u ofras

moléculas biolbgicas.

Ta vez lo mas importante, que permiten las pinzas Opticas para €l analisis
de la muestra es que no se puede tocar fisicamente, o se necesita absorber a una

superficie, dejando ala muestra en un medio perturbado y estado méas natural.



Como tal, pinzas Raman tiene la capacidad para analizar una molécula
desde todos los angulos y, por tanto, proporcionar informacion mas precisa sobre
la identidad, la estructura y conformacion de la espectroscopia Raman puede por
si sola.

Pinzas oOpticas ofrece mas ventajas sobre la eliminacion de luz y de
fluorescencia, asi como, en la ubicacion de una molécula en lugar en una trampa
optica, lo que permite la mejor manera posible de excitacién y la recaudacion de
los espectros de Raman.

Esta trampa optica también permite Raman pinzas para separar facimente
las moléculas aisladas de estudio, tales como su respuesta a diferentes

condiciones y / o tratamientos.

Una solucion al problema de inmovilizar micro particulas en suspension

consiste en las llamadas técnicas de pinzas opticas que utilizan fuerza de
radiacion para lograr tal propésito.

Los sistemas de pinzas ¢pticas vienen desarrollandose desde mediados de
los afios 80 y han demostrado ser una potente herramienta en el campo de la
biologia y la medicina, un sistema de pinzas oOpticas permite atrapar células
individuales durante un tlempo razonable sin dafarlas permitiendo de este modo
realizar un estudio preciso del comportamiento de dicha celula en diferentes

circunstancias.

1.4 FUNDAMENTO DE LA TECNICA RAMAN.

La espectroscopla Raman es una técnica fotdnica de alta resolucién que

proporciona en pocos segundos informacion quimica y estructural.

E!l analisis medante espectroscopia Raman se basa en el examen de la luz
dispersada por un material al incidir sobre él, un haz de luz monocromatico. Una

peqguefia porcion de la luz es dispersada inelasticamente experimentando ligeros
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cambios de frecuencia que son caracteristicos del material analizado e

independiente de la frecuencia de la luz incidente.

1.5 EL EFECTO RAMAN

Es la interacciéon de la molécula con el fotdén incidente en un evento de
dispersién inelastica.
Ventajas de espectroscopia Raman:

% Es minimamente invasiva, impidiendo biopsias innecesarias.

< BEs no destructiva. Siempre y cuando la potencia y longitud de onda de
excitacion sean escogidas cuidadosamente para evitar dafio en €
tejido.

%+ Es una técnica respectivamente rapida en comparacion con métodos
de laboratorio estandares. Los espectros son adquiridos en tiempo real,
reduciendo € tiempo en el diagnéstico medico. Esto va a beneficiar
tanto al paciente como al médico ya que por su exactitud y rapidez se
podra saber si el paciente estd enfermo o no, logrando asi una mejor
calidad de vida.

% Otras de las ventajas que tiene la técnica de espectroscopia Raman es
de que se pueden trabajar muestras sdlidas, liquidas y gases, asi como
también se puede trabajar a altas y bajas temperaturas.

% Se pueden utilizar recipientes de vidrios.

Desventajas de Espectroscopia Raman:

< Entre las desventajas de esta técnica esta la debilidad inherente del
efecto Raman. Adicionalmente la débil sefial Raman puede estar sujeta
a la fluorescencia'? de fondo que puede ser 10 veces mas intensa.

% Desventaja es cuando existe una alta absorcion en las muestras,
porque la luz incidente es absorbida en lugar de ser esparcida. Un

ejemplo es gue la intensidad Raman en la piel oscura es menor que en
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la piel clara, esto se debe a hecho de que la piel oscura tiene mas
melanina que puede absorber mas fotones y transferirlos en calor,
mientras que €l laser penetra mas profundo en la piel clara y produce
mas esparcimiento Raman,

En la espectroscopia Raman in situ se utilizan fibras dpticas de silicio
que también producen sefial Raman y de fluorescencia que interfiere

con la sefial Raman de los tejidos.



CAPITULO Il TIPO DE ENFERMEDADES QUE SE DETECTAN POR
ESPECTROSCOPIA RAMAN

21 OSTEOPOROSIS.

Es conocida también como la enfermedad silenciosa por falta de sintomas,
es Una reduccidon de la masa Osea y de sU resistenCia mecCanica, que se ha
convertido en la principal causa de fracturas Oseas en mujeres después de ka

menopausia y de ancianos en general,

Las quebraduras causadas por la osteoporosis™ pueden tener efectos
prolongados: cuando se produce en kb espina dorsal son la causa de Una postura
encorvada o la pérdida de estatura, cuando suCede en la Cadera generalmente
requiere de cirugia y muchas veces limitan la capacidad de la persona para

trabajar y mantenerse activas.

La densitometria Osea (Fig. 2) consiste en la utiizacion de dosis bajas de
rayos X para observar un drea del cuerpo, como la cadera, la mano o €l pie, en

busqueda de senales de pérdida de minerales o debilitamiento Oseo.

2.2 CARIES.

Es una enfermedad microbioldgica infecciosa™ cuyo resultado es la
destruccion localizada de los tejidos duros calcificados dentarios, Causada por la
produCciéon acida de bacterias y manifestadas por el progresivo oscurecimiento y
reblandecimiento de dichos tejidos y su posterior pérdida. Esta enfermedad es
posiblemente una de las enfermedades crOnicas mas comunes del mundo. La
restauracidn de los dientes cariados (Fig. 3) es muy necesaria, ya que la pérdida
del diente puede conducir no sblo al deterioro estético si no a alteraciones del
habla.



Figura 3. Restauracion de dientes afectados por caries.
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2.3 CANCER DE MAMA.

El cancer es uno de los principales problemas de salud pablica que aqueja a
la ciudadania, de acuerdo a los datos epidemiologicos el cancer de mama es una
de las primeras causas de mortalidad de la poblacién femenina en los paises
industrializados. En Estados Unidos, por ejemplo una de cada nueve mujeres

desarrollara un cancer de mama a lo largo de su vida.

El cancer de mama es un tumor maligno mas frecuente en B mujern v la
segunda causa de muerte por cancer. Su maxima incidencia se da por encima de
los cuarenta afios, y aunque el cancer de mama no es muy prevalente en las
mujeres jovenes, en la actualidad, debido al retraso creciente en la edad de la
primera gestacion, es posible ver un discreto aumento en series clasicas,
encontrando una frecuencia de entre 1 de cada 3000 y 1 de cada 10,000
embarazos. Este tumor es el mas frecuente de los tumores malignos no
ginecoldégicos en la mujer gestante, y el segundo de los tumores malignos en
general, después del carcinoma de cuello uterino, de acuerdo con la Organizacion
Mundial de ka salud, esta situacion se ha complicado y de no encontrarse mejores
estrategias de prevencion, para el afio 2030 se estima se presentaran
mundialmente 11.8 millones de muertes por causa de cancer de mama. En 2006
los canceres fueron la tercera causa de muerte en México, 63 888 personas
fallecieron por éstos, el volumen representa e 12.9 % del total de muertes
registradas. En 2010 este tipo de cancer es la primera causa de muerte en las
mujeres mexicanas'> Actualmente las instituciones de servicio de la salud han
decretado este mes de octubre del 2013 la campafa “Piensa en Rosa“ para que
toda mujer a partir de los 40 afios, se practique una mamografia y asiste a la

clinica de mama en el lugar donde vive.

Es muy importante pronosticar a tiempo esta enfermedad que aqueja a la
poblacion y esto depende de la etapa en la cual se detecta la malformacion. Por

esta razon, mientras mas pronto se descubre la enfermedad del cancer, el
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tratamiento es mas eficaz en el paciente, especiaimente para los canceres
mamario, cervicouterino y de ovario en las mujeres o de préstata y colorectal en

los hombres.

Las técnicas que se utilizan actualmente para del diagnéstico de canceres
en clinicas son: obtencién de imagenes (Rayos X, Resonancia Magnética Nuclear,
Colposcopia), biopsia de los tejidos y analisis bioanalitico de los fluidos corporales.
(Fig. 4). A pesar de esto, todas estas técnicas, no son eficazmente sensibles y/o
especificas para unas detecciones tempranas de la mayoria de los canceres y
sobre todo de los estados pre cancerigenas. Ademas, es dificl de hacer
diagnéstico de los canceres analizando Unicamente las alteraciones morfologicas
en las células y tejidos. Algunos tumores sélidos solamente se detectan cuando su
tamafio es de 1 cm o mas de diametro, lo que significa que su Masa constituye

millones de células y hay posibilidad de que otros érganos se infecten.

Todos estos problemas de enfermedad requieren que se desarrollen
nuevos y mejores métodos de diagnéstico clinico. Aplicando los avances recientes
en nanotecnologia, estas innovadoras técnicas pueden ser una herramienta mas
poderosa y rapida para el diagnéstico de canceres especialmente en etapas pre

cancerigenas.

2.4 CANCER CERVICOUTERINO.

El cancer es una enfermedad que se caracteriza por un crecimiento
anormal de células, que al desarrollarse de forma incontrolada, invaden los tejidos
normales y los destruye, provocando una alteracién en el funcionamiento del
organismo. Esta inicia generalmente como una enfermedad localizada. Cuando
ésta se presenta en los tejidos del cuello uterino, se le conoce como cancer
cervicouterino (Fig. 5), esta crece lentamente por un periodo de tiempo; durante el
cual comienzan a aparecer células anormales, causando un fenémeno conocido
como displasia. Para detectar el cancer cervicouterino® se lleva a cabo una

prueba llamada Papanicolaou.
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Figura 4. Preparacion para la obtencion de imagenes por mamografia.
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Cérvix normu_l_ Concer invasor del cérvix

Figura 5. Colposcopia para deteccién de cancer cervicouterino.

El Papanicolaou se lleva a cabo usando un pedazo de algoddn, un cepillo o
una espatula de madera pequefa, para raspar suavemente el exterior del cuello
uterino, con el fin de recoger células. Estas son examinadas en el laboratorio para
dar un resultado, que debe de ser leido por un médico de manera oportuna.

Generalmente en México, los resultados de estos examenes llegan a ser
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entregados después del mes, en el mejor de los casos; lo que hace que la prueba

pierda cierta efectividad en la prevencion del cancer cervicouterino.

2.5 LEUCEMIA.

Es la produccion descontrolada de leucocitos que es debida a mutaciones

cancerosas de una celula mielégena o linfégena. Que suele caracterizarse por un

nimero mucho mayor de leucocitos anormales en la sangre circulante.

2.5.1 Tipos de leucemia.

a) Leucemias linfociticas.
Se deben a la produccién cancerosa de células linfoides’ que habitualmente
comienzan en un ganglio linfatico u ofro tejido linfatico y se extienden a ofras

zonas del cuerpo.

b) Leucemia mieloide.

Comienza por la produccién cancerosa de células mielégena jovenes en ia
medula 6sea (Fig. 6) y después se extiende por todo el cuerpo de manera que los
leucocitos se producen en muchos tejidos extramedulares, en especial en los

ganglios linfaticos, el bazo y el higado.
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CAPITULO Il DIFERENCIA ENTRE LA ESPECTROSCOPIA RAMAN Y LAS
TECNICAS ACTUALES.

3.1 DENSITOMETRIA.

Existen distintas técnicas para valorar la masa 6sea y todas ellas implican la
irradiacion del paciente. Una de las técnicas es la tomografia computada que
también estudia al hueso en tres dimensiones pero aln no se sabe que tan bueno
es este metodo para predecir fracturas, tiende a sobre-diagnosticar y es mas
costoso, Se utiiza también ultrasonido cuantitativo pero ain no se ha definido
correctamente qué evalla.

Hay ofros métodos llamados periféricos que estudian mufecas y tobillos
irradiando menos al paciente. Estos métodos tienen limitaciones, falta uniformar
criterios para el diagnostico.

Ya sea que se utilice un método que irradie al paciente o uno periférico, el
estudio debe completarse con radiografias para detectar factores de error y con
pruebas de laboratorio. Por lo tanto, es iMportante contar con un método

complementario no invasivo y que no someta al paciente a dosis de radiacion.
3.2 TECNICA DE RADIOGRAFIA INTRAORAL.

la pelicula se coloca por porlatinofingual de los dientes, de ahi su
denominacion retroalveolar permitiendo el registro del diente en su totalidad vy del
alveolo 6seo vecine.

Se realizan con tres técnicas.

a) Técnica de la bisectriz

Es la mas conocida, en ella se hace pasar el rayo central a fravés del dpice del
diente y que incida perpendicularmente a la bisectriz®® del angulo formado por
superficie de la pelicula y del eje longitudinal del diente, con lo que este queda

representado a escala real.
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b) Técnica paralela.
Consiste en colocar la pelicula paralelamente al eje del diente valiéndose para
ello de un soporte o paralelizador.

El rayo central atraviesa perpendicularmente el eje mayor del diente por su
zona media y llega también perpendicularmente a la placa, por la mitad de fa

longitud del diente.

a) Técnica del angulo recto.
La pelicula se coloca en un soporte que se une firmemente a la carcasa, en

angulo recto. El rayo central incidira entre las raices de los dos premolares.

3.3 DIAGNOSTICO DEL CANCER DE MAMA POR MAMOGRAFIA.,

Es la técnica radiologica™ de estudio de la glandula mamaria. El objetivo de
la exploracién es diferenciar con claridad los tejidos fibrosos. Glandular y adiposo
(grasa) de la mama. Normalmente, las dos radiografias que se realizan de cada
una de las mamas son la oblicua medio lateral (proyeccién basica) y la

craneocaudal (proyeccion complementaria).

En radiologia mamaria se utilizan técnicas de bajo voltaje (25-30 KV) por
que las radiaciones menos energéticas muestran mas diferencias de absorcién
entre la grasa y los tejidos blandos. No obstante al reducirse el kilo voltaje
disminuye el poder de penetracion del haz de radiacién y, por consiguiente, se

hace necesario un aumento de la exposiciéon

3.4 DIAGNOSTICO DEL CANCER DE MAMA POR LA TECNICA
ESPECTROSCOPIA RAMAN.

En la actualidad, el cancer es un problema de salud que aqueja a la
ciudadania en general y existen diferentes técnicas para su deteccidn, sin
embargo, el resultado definitivo lo define el estudio patolégico de una biopsia
extraida. La necesidad de reducir el nimero de biopsias de tejdo benigno junto
con la mala experiencia que le queda al paciente y los altos costos médicos que
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implican, han motivado a investigadores a explorar técnicas espectroscopicas para
mejorar el diagnostico del cancer de mama. Y que esta técnica pueda diferenciar

lesiones benignas de malignas y asi poder explotar al maximo esta novedosa y

muy dtil técnica. (Fig. 7)

| Mamografia con Aparato _

Placa para
pellcula

Figura 7. Analisis de la mama por mamografia
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Para esto existe una técnica llamada espectroscopia Raman que consisten
en diferenciar los tipos generales de células malignas se muesiran en cambios
especfificos en la cantidad yfo conformacion de los acidos nucleicos, proteinas,
lipidos y carbohidratos. La espectroscopia Raman nos permitira enconirar estos
cambios a través de las variaciones estructurales de los picos del espectro, que
corresponden a vibraciones moleculares especificas de los componentes
mencionados. Asi, esta técnica proporciona informacién detallada de k
composicion quimica de un tejido a nivel molecular, lo que lo convierte en una
herramienta clinica muy prometedora para el diagnostico de una variedad de

patologfas, mediante un simple analisis de sangre.

3.5 PAPANICOLAOU.

Es una prueba que realiza el ginecologo para saber precozmente si la mujer
corre peligro de padecer cancer de matriz. Para ello tomara un pequefia muestra
(un raspadito indoloro) de la mucosa al fondo de la vagina y b mandara analizar
para saber si las células son normales o anormales?®, unos dias mas tarde se dara

el resultado.

En el peor de los casos, si hay alguna anomalia, esto permite tratamientos
curativos a tiempo, por que de otro modo kb enfermedad puede progresar sin
sintomas, extenderse por el cuerpo y percatarnos cuando sea demasiado tarde. El
Papanicolaou se lo deben de realizar todas las mujeres a partir de cuando tienen

relaciones sexuales (tenga la edad que tenga) por o menos una vez al afio.

3.6 ANALISIS DE SANGRE

Después de que se extrae una muestra de sangre en el consultorio del
médico para analizarla, los resultados de los analisis en el laboratorio no se hacen
esperar. Los médicos dependen de estas pruebas de laboratorio para diagnosticar
y observar el desarrollo de las enfermedades que pueda presentar el paciente.

Algunos analisis miden los componentes y funciones de la sangre en si; ofros
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analizan las sustancias en kB sangre para determinar como estan funcionando

otros organos. (Fig. 8)

El analisis mas comun es el conteo de la sangre, que no es mas que una
evaluacion basica de los componentes celulares en la sangre. Maquinas
automaticas que han sido disefiadas especialmente para esta funcion realizan
esta prueba en un minuto (aproximadamente), a partir de una sola gota de sangre.
Ademas de determinar el nUmero de células sanguineas y plaquetas, el porcentaje
de cada tipo de célula sanguinea y el contenido de hemoglobina. Este analisis de
conteo de células sanguineas toma en consideracion el tamafio y la forma de los
glébulos rojos. Si estos son anormales, pueden estar fragmentados o adoptar la
forma de lagrimas o agujas. El identificar exactamente el tamarno y forma de los
glébulos rojos puede ayudar al médico a diagnosticar una condicion: desde una
deficiencia de hierro (anemia causada por la deficiencia de hierro en la
hemoglobina) hasta una deficiencia de acido folico o vitamina B-12 (anemia
perniciosa).



Figura 8. Equipo Raman para el estudio del cancer de mama.



CAPITULO IV TENDENCIAS DE LA ESPECTROSCOPIA RAMAN EN ANALISIS
CLINICO A CORTO Y A LARGO PLAZO

41 PERSPECTIVAS DE LA ESPECTROSCOPIA RAMAN

La espectroscopia Raman ofrece varias ventajas para el andlisis
microscopico. Dado que se frata de una técnica de dispersion, las muestras no
necesitan ser fijadas o seccionadas. Los espectros Raman pueden ser obtenidos a
partir de un volumen muy bajo (<1 um de diametro), estos espectros permiten la
identificacion de especies presentes en ese volumen. El agua no interfiere de
manera apreciable. Por lo tanto, la espectroscopia Raman es adecuada para el
examen microscépico de minerales, materiales como ceramica, polimeros, células
y proteinas. Un microscopio Raman consiste de un microscopio éptico estandar
con un laser de excitacion, un monocromador y un detector sensible (como un

dispositivo de carga acoplada (CCD), o un tubo fotomultiplicador (PMT).

En visualizacion directa, todo el campo de vision se examina por dispersion
sobre una pequefia gama de numeros de onda (tunos Raman). Por ejemplo, un
nimero de onda caracteristico para el colesterol podria ser utilizado para registrar

una distribucion de colesterol en un cultivo celular usando una caja petri.

El otro enfoque es la visualizacion hiperespectral o las imagenes quimicas,
en las que miles de espectros Raman son adquiridos por todo el campo de vision.
Los datos pueden ser utilizados para generar imagenes que muestran la ubicacion
y la cantidad de distintos componentes. Tomando el ejemplo del cultivo celular,
una imagen hiperespectral podria mostrar la distribucion de colesterol, asi como
de proteinas, acidos nucleicos y acidos grasos. Las técnicas sofisticadas de
procesamiento de imagenes y sefiales pueden utilizarse para ignorar la presencia
de agua, los medios de cultivo y otros interferentes que participan como parte del
estudio.
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La microscopia Raman y en particular, la microscopia confocal®', disponen
de una resolucién espacial muy alta. Por ejemplo, las resoluciones laterales y de
profundidad son de 250 nm y 1,7 pm, respectivamente, utilizando un micro
espectrometro con focal Raman con k linea de 6328 nm de un laser de Helio-

Neon (laser que emite en el rojo) con una abertura de 100 pym de diametro.

Dado que las lentes objetivo de los microscopios enfocan el rayo laser a
varios micrometros de diametro, el resultado del fiujp de fotones es mucho mayor
que los que se logran en las configuraciones Raman convencionales. Esto tiene el
beneficio anadido de una mayor desactivacion de la fluorescencia. Sin embargo, €l
atto flujo de fotones también puede causar la degradacion de la muestra, y por
esta razon algunas configuraciones requieren un sustrato que conduzca
térmicamente (o que actia como un disipador de calor) a fin de mitigar este
proceso.

Mediante el uso de la micro espectrometria Raman, se pueden medir los
espectros Raman, que son resultados en vivo en el tiempo y el espacio, de
regiones microscopicas de la muestra. Como resultado de esto, puede eliminarse
la fluorescencia del agua, el medio y los intermediarios. En consecuencia, este tipo

de espectrometria es apropiada para examinar proteinas, células y érganos.

Para muestras biologicas y médicas, la microscopia Raman generaimente
utliza laseres de infrarrojo cercano (laser diodos de 785 nm y 1064 nm). Esto
reduce el riesgo de danar la muestra mediante la aplicacion de alta potencia. Sin
embargo, la intensidad del Raman en inframojo cefcano es baja (debido a la
dependencia w-4 de la intensidad de dispersién Raman), y la mayoria de
detectores requieren mucho tiempo de registro. En la actualidad se dispone de
detectores mas sensibles, por lo que esta técnica es apropiada para uso general.
La microscopia Raman de muestras inorganicas, tales como rocas, ceramicas y
polimeros, puede utilizar una gama mas amplia de longitudes de onda de

excitacion.



42 ANALISIS RAMAN POLARIZADO

La polarizacion de la luz dispersada Raman también contiene informacion
util. Esta propiedad puede medirse utilizando un laser de excitacion polarizado y
un analizador de polarizacion. Los espectros adquiridos con el analizador, tanto en
perpendicular como en paralelo al plano de excitacién, pueden ser utilizados para
calcular el coeficiente de despolarizacion. El estudio de la técnica es
pedagogicamente Uil en la ensefianza de las conexiones entre kb teoria de
grupos, la simetria, la actividad Raman y los picos en el espectro Raman

correspondiente.

La informacion espectral que se deriva de este andlisis da una idea sobre
la orientacion molecular y la simetria vibracional. En esencia, permite al usuario
obtener valiosa informacion relativa a la forma molecutar, por ejemplo, en quimica
sintética o analisis polimorfico. A menudo se utiliza para entender la orientacion
macromolecular en entramados cristalinos, cristales liquidos o muestras de
polimeros.

4.3 VARIACIONES DE LA ESPECTROSCOPIA RAMAN

Se han desarrollado diversas variaciones de la espectrometria Raman. El
proposito habitual es aumentar la sensibilidad (por ejemplo, una mayor superficie
Raman), esto se usa para mejorar k& resolucion espacial (microscopia Raman).

* Espectrometria Raman de superficie mejorada (SERS). Normalmente se
hace en un coloide de plata o de oro, o en un sustrato que contiene plata u oro.
Los plasmones de superficie de plata y oro son excitados por el laser, b que
resulta en un aumento en los campos eléctricos que rodean el metal. Teniendo en
cuenta que las intensidades Raman son proporcionales a la intensidad del campo
eléctrico, hay un gran aumento de la sefial medida (de hasta 10 y 11
N/C=newtor/coulombio). Este efecto fue observado por Fleishman?® pero
siempre prevalecid la explicacion propuesta por Van Duyne‘23 en 1977.

* Hiper-Raman, un efecto no lineal en el que los modos vibracionales
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interactian con el segundo armoénico del haz de excitacion, Para ello se requiere
una potencia muy alta, pero permite la observacién de los modos vibracionales
que son normalmente “"silenciosos". A menudo se basa en una potenciacién de
tipo SERS.

* Especirometria Raman de resonancia, la longitud de onda de excitacion
es equivalente a una transicion electrénica de la molécula o cristal, a fin de que los
modoS vibracionales asociados con el estado electronico excitado se vean muy
potenciados. Esto es Gtil para el estudio de moléculas grandes, como los
polipéptidos, que pueden mostrar cientos de bandas en los espectros Raman
"convencionales". También es (il para asociar los modos normales con sus
cambios de frecuencia esperados.

* Espectrometria Raman espontanea. Utilizada para el estudio de la

dependencia a la temperatura de los espectros Raman de las moléculas.

* Espectrometria Raman de pinzas Opticas (OTRS) (Fig. 9). Se utiliza para
estudiar particulas individuales, e incluso procesos bioquimicos en células

individuales atrapadas por pinzas Opticas.

* Espectrometria Raman estimulada, un pulso de dos colores transfiere la
poblacién desde €l estado basal a un estado excitado rovibracional, si la diferencia
de energia se corresponde a una transicion Raman permitida. Dos fotones de
ionizacion ultravioleta, aplicados después de la transferencia de poblacién (pero
antes de la relajacién), permite registrar el espectro Raman.



Figura 9. Pinzas opticas laser, para manipular atomos y particulas.

44 APLICACIONES ACTUALES DE LAS RAMAN PINZAS.

El potencial de Raman pinzas es asombroso. La técnica tiene todas las
promesas de espectroscopia Raman, incluido el potencial de identificar casi
cualquier molécula biolégica y la enfermedad, y anade que a la vez un mayor nivel
de control y capacidad analitica, asi como la capacidad de observacion de una
muestra en su estado natural Como tal, Raman pinzas es probable que supere b

espectroscopia Raman en el uso de analisis bioldgico.
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Hasta kb fecha, sdlo un pufiado de moléculas bioldgicas y procesos,
incluidos los gldbulos rojos de la sangre, las lipoproteinas, componentes de la

membrana celular y activacién de las células T, se han estudiado con pinzas
Raman.

Raman pinzas también ha sido empleada en el estudio de la enfermedad no
sdlo en la identificacién de bacterias patbégenas, las esporas que discierne, sino
también en las células infectadas por virus. Por lo tanto, aunque Raman pinzas
aln no puede ir acompafiada de fibra Optica a la alimentacion humana en el tejido
vivo de analisis, su capacidad para manipular una muestra fisicamente sin que
entren en contacto con ella ha permitido un cierto grado de analisis detallado que
no es posible con espectroscopia Raman sélo.

4.5 FUTURAS APLICACIONES DE RAMAN PINZAS.

Es probable que en un futuro no muy lejano, que esta tecnologia permitira a
los cientificos a ir mas alld de su actual capacidad de distinguir células de las
células sanas para poder distinguir entre distintas células infectada. Dada una
detallada biblioteca de espectros, un investigador podria incluso ser capaz de
caracterizar un desconocido virus de la estructura, componentes, v litico o estado
latente de k& infeccion. Por ofra parte, la técnica de pinzas épticas que permitira el
estudio de las mas temperamentales lineas celulares, tales como 293, que mueren
con mas facilidad al contacto fisico. Todas estas capacidades analtticas darian al

virdlogo un compromiso mucho mas claro para estudiar los virus.
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CONCLUSIONES

La espectroscopia Raman es una técnica que detecta enlaces
vibracionales, tanto en quimica organica como en quimica inorganica. Por lo tanto
se ha extendido a la caracterizacién de tejdo vivo estudiado por los procesos
bioldgicos y anatdmicos de los investigadores meédicos. En fa actualidad las
técnicas de identificacion celular, bacterial y de virus requieren de estudios mas
profundos, répidos y no invasivos para brindarle comodidad al paciente al
momento de la deteccion de la enfermedad.

La espectrometria Raman ofrece varias ventajas ya que a partir de
volimenes menores de 1 mp permite la identificacion de especies presentes en
ese micro volumen de muestra. Con esto es posible detectar ka distribucion de

colesterol, asi como de proteinas, acidos nucleicos y acidos grasos.

Hoy en dia esta técnica espectroscOpica marca la tendencia y los retos que
fos quimicos bidlogos clinicos deben adoptar para facilitar y detectar a tiempo las
enfermedades, dejando atras las técnicas convencionales que requieren de

tiempos considerables para obtener los resultados.

En un futro no lejano Raman pinzas es probable que supere k
espectroscopia Raman en el uso de andlisis biologicos. Ya que la capacidad para
manipular una muestra fisicamente, sin que enire en contacto con ela ha
permitido un cierto grado de analisis detallado que no es posible hacerlo con

espectroscopia Raman.
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