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Introduccion

La Radiacién Ionizante es un tipo de radiacion electromagnética que se manifiesta
en forma de ondas de alta frecuencia, tales como los rayos gamma, alfa y beta. Este
tipo de radiacién es capaz de ionizar atomos o moléculas; en otras palabras, puede
arrancar electrones de sus capas mds externas [,

La radiacién ionizante ha abierto gran camino en el drea de la medicina utilizando-
se como terapia y tratamiento para diversas enfermedades. Uno de los principales
padecimientos a tratar es el cdncer en sus diversas manifestaciones. Ademsds, el tipo
de cancer mas comin a nivel mundial es el cdncer de mama, y se estimaba que en
México, para el ano 2020 el riesgo de padecer cdncer de mama pudiera alcanzar a
1 de cada 3 mujeres mexicanas mayores de 25 afios P, Actualmente se utiliza un
mismo modelo para la aplicacion de radioterapias utilizadas para atacar el cancer de
mama. Sin embargo, la variabilidad de incidencia y mortalidad por este padecimien-
to entre distintas razas étnicas lleva a la necesidad de caracterizar cada poblacién.
El estudio de agentes terapéuticos y de diagnéstico generalmente se realiza en lineas
celulares de origen afroamericano o caucasico. Dado que algunas investigaciones han
observado diferencias en la respuesta al tratamiento, segtin el origen étnico, se puede
decir que estos modelos estan limitados.Con el fin de minimizar los efectos adversos
de la radiacién como lo es el dafio celular por ionizacién de ADN, o a través de
radicales libres, la radioterapia personalizada es utilizada para optimizar las dosis
de exposicién.

En los 1dltimos afios ha crecido el interés por la aplicacion de herramientas biofisi-
cas en el estudio del cancer de mama entre ellas Microscopia de Fuerza Atémica y
Espectroscopia Raman; esto con el fin de mejorar los modelos existentes y adaptarlos
mejor a la radioterapia personalizada. En el ano 2019, un grupo de investigacion de
la Universidad de Sonora, enfocado en inmunologia y cdncer, aisl6 y caracterizd par-
cialmente y por primera vez una linea celular de cdncer de mama proveniente de
un tumor de una paciente mexicana diagnosticada con carcinoma ductual invasivo,
la cual fue denominada como “ID014-T”; todo esto con el interés de crear modelos
para encontrar diagndsticos y terapias mas certeras. Inicialmente, esta linea se ca-
racterizo parcialmente por inmunohistoquimica en 2018. Posteriormente, como parte
de un proyecto de tesis de Maestria en Ciencias de la Salud, y el apoyo de un gru-
po interdisciplinario de biofisica y del laboratorio de inmunologia de la Universidad
de Sonora, se logré en 2021 su caracterizacién parcial bioquimica y topografica a
nanoescala por medio de espectroscopia Raman y Microscopia de Fuerza Atémica.
Gracias a los resultados que se obtuvieron es posible realizar un estudio del efecto
de la radiacion ionizante en células de cancer de mama provenientes de distinto ori-
gen étnico por medio de espectroscopia Raman y Microscopia de Fuerza Atémica y
ponerlas en comparacion.



Esta tesis se desarrolla en 4 importantes capitulos. En el primer capitulo aborda
diversos conceptos de radiacién asi como sus tipos y origen. Ademads se mencionan
los tipos de terapias y tratamientos que recurren a ella.

El segundo capitulo estd enfocado en el cancer de mama. Se realiza un analisis
de su epidemiologia, los tipos de cdncer de mama que existen y la descripcion de
algunas de las lineas celulares ya establecidas pertenecientes a distinto origen étnico.

El tercer capitulo aborda todo lo relacionado a la microscopia Raman desde los
principios fisicos basicos de la espectroscopia Raman, la instrumentacién y equipo
necesario y finalizando el capitulo con un andlisis comparativo de los patrones Raman
en células de cancer de mama irradiadas y sin irradiar.

Por tltimo, el capitulo 4 se enfoca en la Microscopia de Fuerza Atémica, llegan-
do a comparar diversas caracteristicas fisicas de las mismas lineas celulares al ser
irradiadas y antes de someterse a radiacion.

Finalmente, se agrega una breve conclusién y perspectivas acerca de este trabajo
de tesis. Esta revisién da paso al estudio de la relacién que existe entre el origen
étnico de lineas celulares de cancer de mama y la respuesta radioldgica que presentan.



Objetivo General

Revisar el efecto de la radiacion gamma en lineas celulares de cancer de mama
de distinto origen étnico asi como su caracterizacién quimica y nano-topografia me-
diante espectroscopia Raman y Microscopia de Fuerza Atémica (AFM).



Objetivos Especificos

= Presentar de manera breve, concisa y precisa la diferencia entre los efectos de
la radiacién ionizante en distintas lineas celulares.

= Comparar los espectros Raman de las lineas celulares de céancer de mama en
condiciones normales y después de ser expuestas a radiacién ionizante.

= Analizar las caracteristicas fisicas que presentan las células de cancer de ma-
ma (viscosidad, elasticidad y rugosidad) por medio de Microscopia de Fuerza
Atémica y observar el cambio en estas magnitudes en las mismas células des-
pués de exponerse a radiacién ionizante.



Capitulo 1

Fundamentos de la Radiacion
Ionizante

1.1. Tipos de radiacién ionizante

La fisica ha estudiado diversos tipos de radiacién ionizante como lo son la radiacién
Alfa, Beta y Gamma. Estas pueden diferenciarse entre ellas por la cantidad de
energia que transmiten. A continuacion, se presentan las caracteristicas de estos tres
tipos de radiacién.

1.1.1. Radiacién alfa («)

La radiacion alfa, rayos alfa o particulas alfa estdn conformadas por dos protones
y dos neutrones, similar a la composicion del nicleo del Helio-4. Estas tienen una
masa en reposo de alrededor de los 3.7273 GeV (eV - Electron Volts) y una energfa
alrededor de los 5 MeV 2. Dado que se componen de fermiones se puede decir que
son pesadas y estan cargadas positivamente, lo que hace que pierdan energia cinética
rapidamente a unos cuantos centimetros de la fuente de emisién ¥/, Esto quiere decir
que su tiempo de vida es muy corto ya que unos centimetros en el aire terminan
absorbiendo su energia. En comparacién con objetos cotidianos, una simple hoja de
papel puede absorber la mayor parte de su energia, explicando asi que las particulas
alfa tienen un poder de penetracion débil.

R

2

Figura 1.1: particula alfa. Imagen creada por: Inductiveload - Trabajo propio, Do-
minio publico, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=2858666
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Estas particulas se generan en un proceso llamado desintegracién alfa o decaimien-
to alfa, el cual ocurre cuando el nicleo de dtomos pesados sufre un proceso llamado
fisién nuclear esponténea 2. Esto se explica mejor estudiando la conservacién de la
energia, conservacién del momento lineal y conservacién del momento angular. A
continuacién, se dard una breve explicacion.

1.1.1.1. Decaimiento alfa

Abordando la conservacién de la energia para el proceso del decaimiento alfa,
asumimos que tenemos un nucleo X el cual sera el nicleo emisor en reposo, por
lo que la energia inicial del sistema serd la energia de X, que es m,c®. Después
de la emisién tendremos ahora un nicleo X’ y nuestra particula alfa («) la cual se
encuentra en movimiento. Entonces, con T como la energia cinética de las particulas,
la conservacion de la energia se puede expresar de la siguiente manera

My = myc + Ty + moc® + Ty, (1.1)

escrito de otra manera

2 g — mac?) = Ty + T (1.2)

(myc
El valor del lado izquierdo de la igualdad es la energia asociada al decaimiento, la
cual es llamada Q:

Q = (mr — My — ma)c2 (13)

El decaimiento esponténeo ocurre solo si Q > 0 2.

1.1.2. Radiacién beta ()

Se le llama radiacién beta, rayos beta o particulas beta a los electrones o positrones
emitidos con altas velocidades-energias en un proceso llamado decaimiento beta el
cual ocurre en los ntcleos atémicos . Como hablamos de electrones y positrones,
la masa relacionada es m, = 0,510998 MeV. Un electrén de 0,5M eV puede recorrer
una distancia alrededor de un metro en el aire. Por su alta energia y velocidad, la
radiacién beta es mads ionizante que la alfa y tiene un poder de penetraciéon mayor
lo que significa que puede penetrar piel. Sin embargo, estas particulas pueden ser
detenidas facilmente por una hoja de metal o un bloque de madera.

Existen dos tipos de decaimiento mas conocidos que producen este tipo de ra-
diacién, uno de ellos es el decaimiento S~ donde se emite un electrén y otro es el
decaimiento 5+, donde se emite un positrén 2. A continuacién se dard una breve
explicacion.
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Figura 1.2: Decaimiento beta. Imédgen creada por: Inductiveload - Trabajo propio,
Dominio publico, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=2859203

1.1.2.1. Decaimiento 5~

El proceso de decaimiento 5~ ocurre a consecuencia de la interacciéon débil de un
nicleo inestable, en el cual se genera un electrén y un electrén antineutrino .

X =g X+e +7 (1.4)

Aqui, X y X’ son los niucleos antes del decaimiento y después del decaimiento
respectivamente, con nimero masico A y nimero atémico Z. e~ y 7, son el electrén
y el antineutrino.

Este tipo de decaimiento también ocurre con neutrones libres los cuales producen
un protén y un bosén W~ que a su vez decaen en dos particulas: un electrén y un
electron antineutrino.

n—pte +u, (1.5)

1.1.2.2. Decaimiento 3+

El decaimiento 7, también conocido como emisién de positrones, ocurre cuando
de un nucleo inicial inestable se produce otro con nimero atémico decrementado en
uno por consecuencia de la fuerza nuclear débil, al contrario que el decaimiento 3~
(5]

IX =4 X4et +u, (1.6)

En este proceso un protén del nicleo se convierte en neutrén y se produce un
positrén et y un electrén neutrino v,.

pon+e +u, (1.7)

Este tipo de decaimiento generalmente ocurre en niicleos con muchos protones y
no se da con protones aislados (o libres) dado que la masa del protén es menor a la
del neutrén Pl Para que este proceso sea posible el nicleo “daughter” debe tener
mayor energia de enlace que el nicleo “mother”. La diferencia entre estas energias
es lo que permite que un protén se convierta en un neutrén.
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1.1.3. Radiacién gamma (v)

La radiaciéon Gamma o rayos Gamma es una forma de radiacién electromagnética
altamente energética que se produce por el decaimiento radioactivo de un nicleo
atémico. Las particulas encargadas de transportar este tipo de radiacién son los
fotones. Los rayos Gamma tienen una energia en un rango entre los 0.1 a 10 MeV y
longitudes de onda correspondientes entre los 104 y 100 fm 2. Dada su naturaleza
energética son altamente penetrantes; comparado con los rayos Alfa y Beta, los rayos
Gamma tienen la capacidad de alta penetracién en la materia, siendo detenidos
unicamente por bloques de plomo, granito o concreto.

=

Figura 1.3: Rayos Gamma. Imédgen creada por: CC BY 2.5,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=1889504

En procesos naturales se encuentra la radiacion Gamma siendo emitida por ra-
diois6étopos como el Potasio-40. También es posible producirla de manera artificial:
los rayos X son un ejemplo de ello. Son ondas electromagnéticas originadas por el
choque de electrones con un cierto material en el interior de un tubo de vaciol?.
También se observa radiacion Gamma en forma de rayos cosmicos. A continuacion,
se explicard de manera breve el decaimiento Gamma.

1.1.3.1. Decaimiento gamma

El decaimiento Gamma puede ocurrir después de otro proceso de decaimiento
beta o alfa. En los procesos de decaimiento, al decaer un nicleo mother el nicleo
daughter queda en estado excitado. En el proceso de estabilizacién se emiten los
fotones altamente energéticos conocidos como rayos Gamma. Este proceso es similar
al ocurrido cuando un electrén excitado pasa a un nivel de energia mayor y regresa
a su estado inicial, emitiendo un fotén en este tltimo proceso 2.

Un ejemplo de decaimiento Gamma se presenta cuando un nicleo de Cobalto-60
(60Co) decae por desintegracién /5 a Niquel-60 (60Ni), siendo este un isétopo estable
el cual llega a emitir un par de rayos Gamma con energias alrededor de 1.17 y 1.33
MeV respectivamente. A partir de la interaccién de los rayos gamma de 60Co con
la materia se producen dos fenémenos fisicos principales: el efecto fotoeléctrico y el
efecto Compton *1.
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1.1.3.2. Fuentes de radiacion gamma

Una fuente radiactiva es una cantidad conocida de un radioniclido que emite ra-
diacion ionizante como son: rayos gamma, particulas alfa, particulas beta y radiacién
de neutrones.

Las fuentes de radiaciéon gamma se caracterizan de acuerdo a sus niveles de energia
discretos que varian en intensidad, dependiendo de la probabilidad de desintegracién
de cada nivel nuclear. Las fuentes comunes actualmente en uso, en orden de energia
foténica ascendente, son Iterbio-169, Selenio-75, Iridio-192, Cesio-137 y Cobalto-60
8], A continuacién, se mostrard una tabla con caracteristicas de cada uno de los
isétopos.

Cuadro  1.1:  Propiedades de  radioisétopos  Gamma  tipicos  uti-
lizados en Imagenologia de transmisién ¥ (Tabla  periédica de
los is6topos: http://ie.lbl.gov/education/isotopes.htm y XCOM:

http://www.physics.nist.gov /PhysRefData/Xcom /Text /XCOM.html).

1.2. Interaccion de la radiacion con la materia

Los diferentes tipos de radiacién interactian de diversa manera con la materia,
dado que su constitucién es distinta. Por ejemplo, al hablar de particulas alfa habla-
remos de nicleos de Helio formados por neutrones y protones; con las particulas beta
nos referiremos a electrones o positrones; con los rayos gamma estaremos hablando
de fotones. Cada uno de ellos varia entre sus energias y, en consecuencia, en su poder
de penetracién. Sin embargo, para esta tesis solo es de importancia la interaccién que
hay entre la radiacion Gamma y la materia o conocido de otra manera interaccién
fotén-materia, por lo que abordaremos los distintos tipos de interaccién que hay a

continuacion.

Figura 1.4: Interacciéon luz-materia. Imagen creada por Ponor - Trabajo propio, CC
BY-SA 4.0, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=91353714

L
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1.2.1. Interaccion foton-materia

Toda particula cargada en movimiento pierde continuamente energia al interactuar
con los atomos que conforman la materia. Sin embargo, los fotones interactian de
distinta manera por la neutralidad de su carga. En algunas interacciones pueden
perder totalmente su energia y desaparecer; en otros casos puede ceder parte de su
energia. Las principales formas en las que la energia de un fotén interacciona con
la materia son por absorcién fotoeléctrica (o efecto fotoeléctrico), por dispersién de
Compton, por creacién de pares y por reaccién fotonuclear 1. A continuacién, se
describe cada uno de estos tipos de interaccién con la materia.

1.2.1.1. Dispersién de Thomson

En la dispersiéon de Thomson un electrén oscila dado el vector de campo eléctrico
de una onda electromagnética. A bajas energias el electrén oscilante emite una radia-
cién con la misma frecuencia que la onda incidente. En este proceso no hay pérdida
de energia por parte de la onda (en nuestro caso, el fotén), sélo existe cambio en
el angulo de deflexién de la onda en caso de que haya una colisién. La mecénica
cuantica demuestra que la dispersién de Thomson es un extremo de la dispersién de
Compton cuando la energfa del fotén incidente se reduce a cero 1.

1.2.1.2. Efecto fotoeléctrico

El efecto fotoeléctrico es un fendmeno en el que se emiten electrones de una superfi-
cie (materia) tras la absorcién de energia de cierto tipo de radiacién electromagnética
incidente como los rayos X o la luz visible, a estos electrones emitidos se les llama
fotoelectrones. En este fendémeno la energia con la que son emitidos dichos electrones
no depende de la intensidad de la luz incidente, sino que esta se relaciona con la
longitud de onda de la radiaciéon. Cuando la longitud de onda de la luz es mas corta
se emiten electrones més energéticos 9.

1.2.1.3. Dispersiéon de Compton

La dispersion de Compton es la disminuciéon de energia de un fotén de rayos X
o rayos Gamma cuando interactiia con materia. Este es un proceso de dispersién
inelastica debido al cambio en la energia de los fotones. El efecto es importante ya
que demuestra que la luz no se puede explicar simplemente como un fenémeno ondu-
latorio puesto que para explicar la dispersion de Compton la luz debe comportarse
como particula. El experimento de Compton verificé que la luz puede comportarse
como una corriente de cuantos parecidos a particulas cuya energia es proporcional
a la frecuencia [,

1.2.1.4. Reaccién fotonuclear

La reaccion fotonuclear es el proceso en el cual nicleos son eyectados por otros
nicleos que absorben fotones. Un ejemplo de ello es al emitirse un neutrén cuando
un rayo Gamma es capturado por un nticleo de Plomo. Para que esto pueda ocurrir

14



los fotones deben tener una energia mayor a la energia de enlace de los nicleos. La
energia cinética del neutréon emitido es igual a la energia del fotéon menos la energia
de enlace. Esta reacciéon es importante desde el punto de vista de la proteccién
radiolégica ya que existe la produccion de neutrones, lo que significa que los ntcleos
residuales después de la reaccién se vuelven radiactivos .

1.3. Radiacion ionizante aplicada en tratamientos
de cancer

Las aplicaciones médicas de la radiacién ionizante van desde la simplicidad de
tomar una radiografia de térax hasta la complejidad del tratamiento de un tumor
cerebral. Cada uno de estos procedimientos beneficia a los pacientes ). Existen
distintas formas de utilizar radiacion ionizante en el campo de la medicina los cuales
son:

Radiologia

Medicina nuclear diagnéstica

Radioterapia y teleterapia

Braquiterapia

Medicina nuclear terapéutica

En esta seccién nos enfocaremos principalmente en la radioterapia la cual es un
tipo de terapia utilizada en el tratamiento de cdncer, ya que en esta tesis buscamos
abordar la parte relacionada a la radiosensibilidad de tejido bioldgico.

1.3.1. Radioterapia y teleterapia

La radiacién ionizante aplicada con fines terapéuticos (a diferencia de la de fines
de diagnéstico) también se clasifica tipicamente en categorias segin si la fuente
de radiacién es externa o interna al paciente. Estas areas se denominan oncologia
radioterdpica o radioterapia y teleterapia (fuentes externas), braquiterapia (interna)

y medicina nuclear terapéutica (interna) 1.
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Figura 1.5: Ejemplo de Radioterapia. Imagen extraida de RogelCancer-
Center.org: https://www.rogelcancercenter.org/living-with-cancer /mind-body-and-
side-effects /how-cope-side-effects-radiation-therapy el 20 de enero del 2021.

La radioterapia y oncologia radioterapica es una especialidad de la medicina que
trata con pacientes con cancer utilizando radiacion ionizante. Esta emplea teleterapia
la cual es terapia con radiacién emitida por una fuente de radiaciéon externa. La
radioterapia también puede tratar condiciones cancerosas selectivas, su funcién en
pacientes con cancer es aplicar una dosis de radiacién al tumor con el fin de matar
las células que lo componen I

1.3.1.1. Braquiterapia

La braquiterapia es una técnica donde se colocan fuentes de radionuclidos selladas
dentro de las cavidades corporales o directamente en tejidos para tratar neoplasias
malignas. Su principal ventaja es que la dosis de radiacién utilizada puede ser més
alta en el lugar que mds se ocupe, en comparacién con otros métodos %I,

El método original de braquiterapia ahora se denomina braquiterapia de ”dosis
baja” (Low Dose Radiation - LDR). La radiactividad de las fuentes disponibles en el
momento del desarrollo de la braquiterapia era tal que, para administrar una dosis
que matara al tumor las fuentes tenian que dejarse en su lugar durante dias. Debido
a la baja actividad estas fuentes podrian manejarse manualmente . La terapia por
LDR normalmente implica dosis de radiaciéon tumorales de 0.3 a 0.6 Gy por hora.
Existen estudios recientes donde se menciona que la LDR ayuda a reparar el dano
en el ADN de células cancerosas y a la proliferacién del sistema inmunolégico ),
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Capitulo 2

Cancer de Mama

2.1. Generalidades del cancer de mama

Se le llama cancer al conjunto de enfermedades las cuales estan relacionadas por
la proliferacion desmedida de células que presentan mutaciones. Este tipo de enfer-
medades inicia cuando una unica célula muta, lo que da paso a alteraciones en la
regulacion de los procesos de divisién celular. Las mutaciones presentadas por las
células pueden ser hereditarias, causadas por errores en la replicacién del ADN, el
resultado de la exposicién a quimicos nocivos o exposicién a la radiacién 128,

El cancer de mama es una proliferacion de células epiteliales que revisten los con-
ductos mamarios, y la cual se considera maligna. Es una enfermedad donde una
unica célula producida de una serie de mutaciones somaticas o de linea germinal,
adquiere la capacidad de dividirse de manera desmedida y sin un orden, formando
masas de células de cancer también conocidas como tumores. El tumor el cual co-
mienza como anomalia leve y de dimensiones indetectables, pasa a ser grave si no se
detecta a tiempo. Las células cancerosas tienen la capacidad de propagarse a otras
partes del cuerpo, fendmeno mejor conocido como metastasis. El cancer no tratado
a tiempo puede producir la muerte 9.

Actualmente se conocen y se han caracterizado dos tipos de cancer de mama los
cuales son:

= El carcinoma ductal el cual inicia en los conductos que transportan leche desde
la mama hasta el pezén. Es el tipo mas comin de cancer de mama.

= Kl carcinoma lobular comienza en partes de las mamas llamadas lobulillos, las
cuales se encargan de la producciéon de leche materna.

En la actualidad se cuenta con distintos métodos de deteccién y tratamientos para
el cancer de mama, algunos de ellos mencionados en el primer capitulo de esta tesis.
A continuacién se mostrara una revision estadistica de este padecimiento.
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Figura 2.1: Ilustracion del seno de una mujer, mostrando carcinoma duc-
tal in situ y cédncer de mama invasivo. Extraido de canceraustralia.gov:
https://www.canceraustralia.gov.au/affected-cancer/cancer-types/breast-
cancer/what-breast-cancer

2.1.1. Estadisticas

El cancer de mama femenino es el tipo de cancer diagnosticado con mas frecuencia
y la principal causa de muerte en mujeres que padecen cancer a lo largo del mundo.
A partir de un estudio realizado con datos obtenidos en el 2008 por la organizacion
mundial de la salud, cada ano son detectados 1.38 millones de casos nuevos de cancer
de mama y alrededor de 458 mil mujeres mueren a causa de esta enfermedad 2.

2.1.1.1. Cancer de mama en México

En México, en el ano 2019, de cada 100 mil mujeres de mayores de 19 anos se
reportaron 35.24 casos nuevos de cancer de mama. Las tasas de mortalidad mas altas
por cancer de mama en México se presentan en al norte del pais y las mas bajas al
sur, lo cual puede asociarse a la distribuciéon regional del desarrollo socioeconémico.
En este ano, las entidades con las menores tasas de mortalidad (de 9.29 a 13.64) son
Quintana Roo, Chiapas, Oaxaca, Yucatan, Campeche, Colima, Guerrero, Morelos,
Hidalgo, Tabasco. En el siguiente estrato (13.65 a 18) se encuentra Tlaxcala, Puebla,
México, San Luis Potosi, Veracruz, Michoacan, Guanajuato, Durango y Zacatecas.
Le siguen (estrato 18.01 a 22.35) Querétaro, Coahuila, Sinaloa, Sonora, Jalisco, Nue-
vo Ledn, Aguascalientes, Tamaulipas y Nayarit. Las mayores tasas (22.36 a 26.71)
se encuentran en Chihuahua, Ciudad de México, Baja California y Baja California
Sur. Se estimaba que para el ano 2020 el riesgo de padecer cancer de mama pudiera
alcanzar a 1 de cada 3 mujeres mexicanas mayores de 25 afios >
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Los factores de riesgo para padecer cancer de mama mas estudiados en México
son los asociados con la reproduccién, como la edad de la menarca, edad de la me-
nopausia, edad del primer embarazo, nimero de embarazos, uso de anticonceptivos
y terapia hormonal, asi como la préactica de lactancia materna. Aunque estudios
han demostrado la relacién de algunos de estos factores con la neoplasia, el efecto
por el uso de anticonceptivos hormonales y de la terapia hormonal sobre el riesgo
de padecer cancer de mama, esto no esta totalmente comprobado. En cuanto a lac-
tancia materna se refiere, este factor parece tener un efecto protector contra este
padecimiento U,

2.2. Lineas celulares de cancer de mama

Una linea celular es un cultivo de células con alta capacidad de multiplicacién in
vitro, establecido a partir del primer subcultivo generado de un cultivo primario y
que tiene las mismas caracteristicas que el tejido de origen 9.

En el caso del cancer de mama, segin la base de datos Cellosaurus, actualmente
existen alrededor de 1200 lineas celulares humanas conocidas. A continuacién se
muestra una tabla con los nombres de las lineas cominmente utilizadas para estudio
y experimentacién, tumor primario (tumor original, el primero en producirse) y, en
algunas de ellas, origen de las células.

Linea celular Tumor primario Origen de las células
600MPE Carcinoma Ductual Invasivo

AMJ13 Carcinoma Ductual Invasivo Primario
AU565 Adenocarcinoma

BT-20 Carcinoma Ductual Invasivo Primario
BT-474 Carcinoma Ductual Invasivo Primario
BT-483 Carcinoma Ductual Invasivo

BT-549 Carcinoma Ductual Invasivo

Evsa-T Carcinoma ductal invasivo Metastasis
Hsh78T Carcinoma Ductual Invasivo Primario
MCEF-7 Carcinoma Ductual Invasivo Metastasis
MDA-MB-231 Adenocarcinoma Metastasis
SkBr3 Carcinoma Ductual Invasivo Metastasis
T-47D Carcinoma Ductual Invasivo Metastasis
ZR-75-1 Carcinoma Ductual Invasivo

Cuadro 2.1: Lineas celulares de cancer de mama. Extraido de la base de datos
Cellosaurus”: https://web.expasy.org/cellosaurus/

Las lineas celulares de cancer de mama mas utilizadas en el area de investigacion
son la MCF-7, MDA-MB-231, T-47D, MDA-MB-468 y la linea normal MCF-10A, la
cual se utiliza comunmente como control. También, se ha estudiado recientemente
una nueva linea celular de cdncer de mama nombrada ID014-T, la cual es de origen
mexicano. Por estos motivos, en esta tesis nos enfocaremos a describir cada una de
ellas.
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2.2.1. MCF-7

Linea celular aislada por primera vez en 1970 de una mujer caucasica estadouni-
dense. Es una de las lineas celulares de cdncer de mama con mayor tiempo de vida.
Las células MCF-7 son células adherentes con un tamano de célula tipico que mide
20-25 micrones. Ademdas de conservar la sensibilidad a los estrégenos, las células
MCF-7 también son sensibles a la citoqueratina, un tipo de proteinas fibrosas encar-
gadas de formar los filamentos intermedios del citoesqueleto intracelular de células
epiteliales. No son receptivas a ciertas proteinas especificas 2.

Las células MCF-7 son de tipo epitelial y crecen en monocapas. Cuando se cultiva
in wvitro, la linea celular es capaz de formar cipulas y procesar estradiol, una hormona
esteroidea sexual femenina, a través de receptores de estrogeno citoplasmaéticos. El
crecimiento se puede inhibir mediante el uso del factor de necrosis tumoral alfa
(TNF alfa) y el tratamiento de las células cancerosas MCF-7 con antiestrégenos
puede modular las proteinas del factor de crecimiento similar a la insulina, que en
ultima instancia tienen efecto de reduccién en el crecimiento celular. A pesar de su
facil propagacién, las células MCF-7 generalmente son una poblacion de crecimiento
lento. El tiempo de duplicacién de MCF-7 suele ser de 30 a 40 horas 2.

Mo ATCC: HTR-22
Designacder MCF-F

Baja Densldsd Esgala =" gitg Densidad Ejcpia = I0um

Figura 2.2: Cultivo de linea celular MCF-7 vista bajo microscépio. Imégen extraida
de ATCC: https://www.atce.org/products/htb-22

2.2.2. MDA-MB-231

Linea celular aislada por primera vez en 1973 de mujer caucésica, a partir de
un derrame pleural. La linea celular MDA-MB-231 presenta un rapido crecimiento
en medios de cultivo poco enriquecidos, esto debido en parte por una regulacién
autocrina a partir de factores de crecimiento celular que ellas mismas secretan al
medio. Cuentan con gran cantidad de receptores de membrana para el factor de
crecimiento epidérmico (EGF), pero no se sobreestimulan con dicho factor [38],
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Figura 2.3: Cultivo de linea celular MDA-MB-231 vista bajo microscopio. Imagen
extraida de ATCC: https://www.atcc.org/products/htb-26

2.2.3. 1ID014-T

Linea celular de cancer de mama aislada por primera vez en el 2018 de una mujer
mexicana de 40 anos. Esta fue extraida de una muestra de carcinoma ductual in-

vasivo. Esta linea presenta caracteristicas de célula epitelial de origen luminal y de
39]

célula mesenquimall

Figura 2.4: Cultivo de linea celular ID014-T vista bajo microscépio invertido con
magnificacién 100x B9,
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2.2.4. T-47D

Linea celular de cancer de mama usada con frecuencia en investigacién biomédica,
la cual involucra la expresién hormonal de células de cancer. Su morfologia es del
tipo epitelial. Fue establecida en 1979 en la Universidad de Tel Aviv, Israel, de una
paciente femenina de origen caucéasico con carcinoma ductal inoperable en el seno
derecho P7. Las células T-47D se diferencian de otras células de céncer de mama

humano en sus receptores de progesterona, ya que no estan regulados por el estradiol,
33]

una hormona que abunda en las propias células.!

Figura 2.5: Cultivo de linea celular T-47D vista bajo microscopio. Imagen extraida
de ATCC: https://www.atcc.org/products/htb-133#detailed-product-images

2.2.5. MDA-MB-468

Linea celular extraida a partir de un derrame pleural en glandula mamaria y tejido
de mama. Esta linea fue aislada en el ano 1977 de una mujer afrodescendiente de
51 anos de edad con adenocarcinoma metastasico de mama. Es una de las lineas
celulares mas comtinmente usadas en investigaciones pues ha demostrado ser 1til en
el estudio de la metdastasis, migracién y proliferaciéon del cdncer de mama. También

ha sido usada para probar tratamientos quimicos contra el cdncer de mama 45,

e S BT S
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Figura 2.6: Cultivo de linea celular MDA-MB-468 vista bajo microscopio.
Imigen extraida de ATCC: https://www.atcc.org/products/htb-132#detailed-
product-images.
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2.2.6. MCF-10A

La linea celular epitelial de mama humana MCF-10A es posiblemente el modelo
de células de mama normal mas comunmente utilizado para estudiar la funcién y
transformacion normal de las células mamarias. Estas células se derivaron de tejido
mamario proliferativo benigno, de origen étnico caucasico, y se inmortalizaron es-
pontaneamente sin factores definidos. No son tumorigénicos y no expresan receptor
de estrégenos.?4

Figura 2.7: Cultivo de inea celular MCF-10A vista bajo microscépio. Imagen extraida
de ATCC: https://www.atcc.org/products/crl-10317#detailed-product-images.

2.3. Efecto de la radiacién gamma en distintas
lineas celulares de cancer de mama

La radiacion ionizante se ha utilizado por muchos afios como tratamiento del
cancer, fundamentando su uso en que las células cancerosas que proliferan con mayor
rapidez son més sensibles a la radiacién en comparacién con las células sanas 139,
El principal efecto de la radiacién ionizante en tejidos es la muerte directa de las
células que lo componen, principalmente a causa del dafio producido a su ADN, lo
que produce la despoblacién celular y, como consecuencia, deficiencia funcional. De
manera indirecta, la irradiaciéon de una célula puede producir radicales libres por
la ionizacién o excitacién del agua que la compone, y esto desencadena dafio en su
ADN, lo que termina en su mayoria en muerte celular.

Sin embargo, existe evidencia cientifica de que la radiacién ionizante surte distintos
efectos en cada linea celular dependiendo del origen étnico. Estos efectos se pueden
observar mediante diversas técnicas de espectroscopia aplicada a las células de cancer
de mama gamma irradiadas.

En el capitulo 3 y 4 se presentaran a detalle los efectos de la radiaciéon gamma en
células de cancer de mama de distinto origen étnico mediante espectroscopia Raman
y Microscopia de Fuerza Atémica (por sus siglas en inglés, AFM).
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Capitulo 3

Teoria de la Espectroscopia
Raman

La espectroscopia Raman (nombrada asi por su inventor, el fisico indio C. V.
Raman) es una técnica de espectroscopia utilizada con mayor frecuencia en el area
de la fisica y quimica, para determinar modos vibracionales de ciertas moléculas.
Su principal funcién es obtener informacién de estructuras quimicas de sustancias o
materiales dado cierto patrén de dispersion caracteristico de cada molécula, similar
a lo que se conoce como huella dactilar en los humanos.

La espectroscopia Raman permite examinar muestras en sus distintos estados,
ya sean soélidos, liquidos o vapores, a distintas temperaturas, como particulas mi-
croscépicas o como capas M. A continuacién se abordardn los principios de la
espectroscopia Raman asi como algunos modos especificos, entre otras caracteristi-
cas.

3.1. Principios de la espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman es la principal técnica de dispersién causada por la
interaccién luz-materia y utilizada para identificacién de moléculas en materiales o
sistemas bioldgicos.

En este proceso se identifican dos tipos de dispersién. El primer tipo de dispersion,
el mas intenso, viene del fenémeno de dispersion de Rayleigh y éste ocurre cuando
la nube de electrones excitada vuelve a un estado de relajacién sin que ocurra mo-
vimiento en los niicleos de la molécula. Este es un tipo de dispersién principalmente
elastica por lo que no se observan cambios de energia notorios. El segundo tipo es
la dispersién Raman el cual es un evento poco comtun. La dispersién Raman ocurre
cuando los fotones incidentes interactian con los electrones de la molécula y esto
hace que los nticleos comiencen a moverse al mismo tiempo. Sin embargo, ya que los
nicleos son mas pesados en comparacion con los electrones es posible observar un
cambio bastante notorio en la energia de la molécula, siendo este a una energia mas
alta o mas baja, dependiendo del estado inicial de la molécula al darse el proceso.
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3.1.1. Teoria basica

Sabemos que la radiacién se caracteriza cominmente por su longitud de onda ().
Sin embargo, en la espectroscopia es comun utilizar la frecuencia (v) o el nimero de
onda (w) ya que estas magnitudes estan relacionadas linealmente con la energia, lo
que es importante puesto que estamos interesados en la interaccién que hay entre
la radiacién y los estados de la molécula M. Las relaciones entre la energfa y las
magnitudes anteriormente mencionadas estan dadas por:

AFE
= — 2
v="5", (32)
v 1
w=Y=1 (3.3)

La técnica de espectroscopia Raman utiliza una luz laser monocromatica como
fuente de radiacion la cual es dispersada por la muestra y, a partir de ello, se detecta
una unidad vibracional de energia distinta al del haz incidente. En la dispersién Ra-
man, la luz incidente interactia con una molécula al polarizar la nube de electrones
alrededor de sus ntcleos para formar un estado virtual donde la energia de la luz es
absorbida por la molécula pero sin permitir que los niicleos se muevan de manera
apreciable 1.

Estados de energia [
virtuales

Estados de energia 3
vibraclonales
) § -
Absorcidon Infrarroja Dispersidn Dispersion .
Rayleigh Raman Antl-Srokea

Figura 3.1: Diagrama de nivel de energia mostrando los estados implica-
dos en la senal de Raman. Iméagen creada por Moxfyre, based on work of
User:Pavlina2.0 - vectorization of File:Raman energy levels.jpg, CC BY-SA 3.0,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=7845122
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Existen dos procesos de dispersion Raman caracteristicos los cuales dependen del
estado inicial de la molécula a estudiar. Cuando la molécula se encuentra inicialmente
en el estado base, la dispersién se nombra dispersién de Stokes. En el caso en que
la molécula se encuentra en un estado inicial excitado, la dispersiéon ocurrida recibe
el nombre de dispersion anti-Stokes. En las siguientes secciones se abordaran
ambos tipos de dispersién Raman con mayor profundidad M.

3.1.2. Raman Stokes

Se le llama dispersion de Stokes o Raman Stokes al proceso de dispersién Raman
donde una molécula se encuentra inicialmente en estado base "m”. Esto conduce a
la absorcién de energia por parte de la molécula lo que da paso a saltar a un estado

excitado o de mayor energfa ”n” ',

Especificamente, al incidir un haz de fotones en una molécula la cual se encuentra
en su estado de mas baja energia (m), esta absorbe parte de la energia incidente por
lo que salta a un estado excitado por una pequena cantidad de tiempo (en algunos
casos alrededor de nanosegundos, dependiendo de la muestra) y esto da paso a la
emisién inmediata de fotones. Dado que parte de la energia del haz incidente ha sido
absorbida por la molécula, el haz emitido tendra una frecuencia menor a la inicial y
la molécula permanecera en un estado excitado (n), al contrario que en la dispersién
de Rayleigh donde la molécula regresa a su estado inicial después de emitir la luz
que incide sobre ella M,

4 Estados
virtuales

Y y Estados
vibracionales

1

m
Stokes Rayleigh

Figura 3.2: Diagrama de dispersién Rayleigh y Raman Stokes M.

La dispersién de Stokes puede observarse al obtener una curva de absorcién-
emisién de un haz de luz incidente. Dado que la muestra en este proceso absorbe
parte de la energia del fotdén, el fotén resultante es de menor frecuencia y se produ-
ce una linea de Stokes en el lado rojo del espectro incidente. En la imagen 3.4 se
muestra un ejemplo de ello, donde luz incide en una muestra de Rodamina 6G y se
genera un corrimiento de aproximadamente 25 nm M.
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Figura 3.3: Espectros de absorcion y emision de la rhodamine 6G
con un corrimiento de Stokes de aproximadamente 25 nm. Ima-
gen creada por Sobarwiki - Trabajo propio, Dominio  Ptblico,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=29474504

3.1.3. Raman anti-Stokes

La dispersion Anti-Stokes es un tipo caracteristico de dispersién Raman que se
logra observar cuando un haz de fotones incide en una molécula que se encuentra
inicialmente en un estado excitado n y que al momento de emitirse el haz, pasa a su

estado base m M,

y Estados
vibracionales

i

1

m
Rayleigh anti-Stokes

Figura 3.4: Diagrama de dispersién Rayleigh y Raman Anti-Stokes .

Las moléculas pueden encontrarse en un estado excitado debido a la energia térmi-
ca que presenta el sistema o muestra. Al incidir el haz de luz en la muestra, la
molécula transfiere parte de su energia al fotén dispersado, por lo que al ser emitido
tendra una frecuencia mayor a la que tenia antes de incidir y se producird una linea
Anti-Stokes en el lado azul del espectro 1.
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En comparacién con la dispersion de Stokes, la dispersion Anti-Stokes es maés
débil y se debilita ain mas conforme aumenta la frecuencia de los fotones emitidos,
pues esto implica que en una muestra disminuira la cantidad de moléculas que se
encuentren en estados excitados inicialmente. Ademads, la dispersién Anti-Stokes
aumenta en relacién con la dispersién de Stokes conforme aumenta la temperatura
del sistema 1.

3.1.4. Relaciones entre Raman Stokes y anti-Stokes

Una de las principales comparaciones que podemos hacer entre la dispersiéon Sto-
kes y Anti-Stokes es la siguiente: dado que la mayoria de las moléculas se encuentran
en reposo y a temperatura ambiente antes de interaccionar con un laser, quiere de-
cir que también la mayoria estara en su estado base; por lo tanto, se espera que la
mayoria de la dispersion Raman sera del tipo Raman Stokes. Sin embargo, algunas
moléculas estardn en un estado excitado, por lo que también se presentard la dis-
persién anti-Stokes. En ese sentido, podemos llegar a una relacién de intensidades
entre la dispersion Stokes y anti-Stokes para las moléculas en estado base y estado
excitado. Esto con la finalidad de ir acorde con la ecuacion de Boltzman que describe
a continuacién M,

N,  ga {_(ETL—EW] . (3.4)

Np  gm kT

N,, es el nimero de moléculas que se encuentran en un estado excitado (n); N, es
el nimero de moléculas que se encuentran en estado base (m); g es la degeneracién
de los niveles n y m; (E, — E,,,) es la diferencia de energias que hay entre el estado
ny m; k es la constante de Boltzmann (1,3807 x 10722 JK1).

Gracias a las caracteristicas que hay entre ambos tipos de dispersion, también es
posible medir la temperatura de una muestra a partir de la diferencia en las lineas
generadas por la dispersién Raman Stokes y anti-Stokes M.

3.2. Instrumento de la microscopia Raman

El equipo necesario para realizar caracterizacion por espectroscopia Raman consta
de cuatro componentes principales los cuales son:

= Fuente de excitacion

= Sistema de iluminacién de la muestra y recoleccion 6ptica de la luz
= Sistema de seleccion de longitud de onda

= Detector

También se incluyen otros componentes, como la fibra 6ptica, el dispositivo de
carga acoplada (CCD) y el Software 12,
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Figura 3.5: Esquema del proceso para la toma de espectros Raman. Gran parte
de la luz se dispersa eldasticamente, lo que significa que tiene la misma longitud
de onda que la fuente de excitacién. El filtro Notch es utilizado para eliminar la
luz dispersada eldsticamente y solo dejar pasar los fotones dispersados de forma
ineldstica o senales débiles de Raman (alrededor de 1/106 de los fotones dispersados)
los cuales se detectan mediante una CCD.[!

3.2.1. Fuentes de excitacion

Los equipos para realizar espectroscopia Raman utilizan laseres como fuentes de
excitacién, la seleccién de estos depende de la muestra a analizar. En el cuadro 3.1 se
muestran las fuentes que comunmente se utilizan para los equipos de espectroscopia
Raman.

Para seleccionar la fuente de excitacion adecuada hay que tomar en cuenta el tipo
de detector con el que se dispone, asi como la posible fluorescencia y/o fotodescom-
posicién que puede sufrir la muestra a analizar.

Fuente de Excitacién Longitud de Onda ()
Laser de Helio-Neén (He-Ne) 632.8 nm
Léser de Argén (Ar) 514.4 nm

Laser Semiconductor Infrarrojo (IR) 785 nm

Cuadro 3.1: Fuentes de excitaciéon comunes para espectroscopia Raman y sus res-
pectivas longitudes de onda 2.
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3.2.1.1. Fibra o6ptica

La fibra déptica es el medio por donde viaja la luz del laser desde la fuente de
excitacién y hacia la muestra. Comtinmente se utilizan con una longitud no mayor
a 10 metros y con un didmetro de 110 p m.

Existen dos formas de hacer viajar la luz; una de ellas es guiar la luz del laser a
la cabeza optica del espectrometro. La otra es recogiendo y transportando la luz del
laser hacia el monocromador.

3.2.2. Sistema de iluminaciéon de la muestra y recoleccién
optica de la luz

Dado que el microscopio utilizado en la microscopia Raman es similar a un micros-
copio éptico bésico, su sistema de iluminacién es similar. Comunmente, el microsco-
pio Raman cuenta con varios objetivos los cuales van desde 20x hasta 100x, donde
el uso de cada objetivo depende del tamano de la muestra a analizar. Los objetivos
en la microscopia Raman ayuda en la recoleccion de la luz, ya que al pasar esta a
través de un objetivo, se encuentra con un arreglo éptico de espejos lo cual conduce
el haz hasta un filtro Notch, encargado de permitir tinicamente el paso de la senal
Raman (evitando posibles sefiales de dispersién de Rayleigh) [!3; Después, el haz
filtrado pasa a través de una rejilla hasta llegar al CCD para ser interpretado por
el software especializado. Esto 1ltimo se explica con mayor detalle en las secciones
siguientes.

3.2.3. Sistema de seleccién de longitud de onda

Existen diferentes tipos de mecanismos para seleccionar las longitudes de onda
emitidas después de excitar una muestra; a estos mecanismos se les conoce como
espectrometro o espectrofotometro.

Comunmente se utilizan camaras compuestas de varios espejos, prismas y filtros.
En muchos equipos se utiliza un monocromador doble o triple con el fin de tener
mayor resolucién, sin embargo esto puede causar disminucion en la intensidad de
luz dispersada, lo que provoca que sea dificil distinguir los picos del espectro. Estos
tipos de arreglos épticos quedan limitados a fuentes policroméaticas. Por lo anterior,
es preferente el uso de ldser monocromético 3.

3.2.4. Sistema de deteccion

Un dispositivo de carga acoplada (CCD por sus siglas en inglés), es un circuito
integrado que contiene una cantidad determinada de condensadores acoplados. Su
principal funcionamiento es como sensor, ya que muchos CCD cuentan con pequenas
células fotoeléctricas las cuales detectan la luz incidente en ellas M.

En los equipos de espectroscopia Raman es usual encontrar como detector un
dispositivo de carga acoplada, mejor conocido como CCD. El méas usado para este
tipo de espectroscopia es el bidimensional multicanal ya que presenta alta eficiencia
cuantica,muy bajo nivel de ruido térmico, asi como bajo nivel de ruido de lectura.
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3.2.4.1. Software

El software es la ultima fase que se presenta en el sistema de medicion y es
necesario para la interpretacién de los datos recopilados por el CCD. A través del
software se puede visualizar el patrén espectral obtenido*?).
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Figura 3.6: Espectroscopia micro-Raman de sistemas mi-
nerales nanoestructurados complejos. Imagen extraida de

https://www.originlab.com/doc/Tutorials/Customize-MutliLines-Graph

Existe una gran variedad de programas que ayudan a observar e identificar bandas
en los modos vibracionales, lineas espectrales, transformadas de Fourier, etc. 12
Algunos de los més utilizados son LabSpec, SpectraPro, OriginLab, entre otros. En
la actualidad, muchos equipos integrados para microespectroscopia Raman cuentan
con su propio software de interpretacion. En la figura 3.6 se puede observar un
ejemplo del espectro analizado e interpretado por el Software OriginLab de sistemas
minerales nanoestructurados complejos.

3.2.5. Microscopia Raman confocal

Se le llama Microscopia Raman confocal al método de espectroscopia que per-
mite analizar muestras a distintas profundidades sin necesidad de realizar cortes
transversales, y con resolucién espacial del orden de micrémetros 8.

Este tipo de microscopia basa su funcionamiento de la siguiente manera: Luz
monocromatica incide en una zona determinada de la muestra y se procede a focalizar
la sefial Raman dispersada hacia una pequena apertura confocal, la cual actia como
un filtro espacial. Lo que permite la entrada de la senal proveniente de la zona
de interés unicamente, eliminando la senal proveniente de otros puntos. La senal
recogida es dispersada en un CCD el cual producira el espectro.
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3.3. Aplicaciones de la espectroscopia Raman

Dada la cantidad de informacién que nos brinda la espectroscopia Raman, puede
ser de gran utilidad en dreas como la quimica, fisica de estado sélido, nanotecnologia,
biologfa entre otras 4reas %1 que se abordaran de forma breve a continuacién.

3.3.1. Raman en fisica de estado sdolido

En fisica de estado sélido, la espectroscopia Raman sirve para hacer caracteriza-
cién de materiales, medir temperaturas y encontrar orientaciones cristalograficas en
muestras %,

3.3.2. Raman en quimica de estado sélido

En la quimica del estado sélido y en general la industria biofarmacéutica, la es-
pectroscopia Raman proporciona informacién para la identificacién de ingredientes
farmacéuticos activos (API). También permite identificar sus formas polimérficas,
en caso de que exista més de una 9.

3.3.3. Raman en la quimica

El Raman en la quimica ayuda al estudio de moléculas o enlaces quimicos y enlaces
intramoleculares; debido a que los enlaces quimicos de una molécula tienen especifi-
cas frecuencias vibratorias, la espectroscopia Raman genera una huella dactilar para
identificar cada una de ellas [%,
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Figura 3.7: Espectro Raman de colesterol del infrarrojo cercano que indica bandas
vibratorias tipicas 7.
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3.3.4. Raman en biologia y medicina

Una de las aplicaciones de la espectroscopia Raman en la medicina ha sido como
técnica no invasiva para caracterizacién bioquimica en tiempo real de heridas y su
cicatrizacién gracias al andlisis multivariado de espectros Raman %,

Existe una técnica de espectroscopia Raman con compensacién espacial (mejor co-
nocida como SORS, por sus siglas en inglés) que permite estudiar tejido biolégico de
forma no invasiva , pues ésta es menos sensible a capas superficiales en comparacién
con la técnica convencional de Raman %),

La espectroscopia Raman ha permitido el andlisis de algunas proteinas y cadenas
de ADN, asf como el estudio de sus funciones biolégicas 1%/,

En la actualidad existe gran variedad de investigaciones acerca de la caracteri-
zacion de células de cancer por medio de espectroscopia Raman y existe evidencia
cientifica que permite diferenciar células de cancer de distinto origen étnico. Esta
parte se abordard mas a profundidad en las siguientes secciones.

3.3.5. Raman en nanotecnologia

En nanotecnologia, la microscopia Raman permite analizar nanofibras para com-
prender mejor sus estructuras, y el modo de respiracion radial de los nanotubos de
carbono se usa comunmente para evaluar su didmetro.
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Figura 3.8: Espectro Raman de nanotubos de carbono de pared tnica (SWNT) y
de pared multiple (MWNT), comparados con espectros de grafito HOPG (”Highly
Oriented Pyrolitic”) y de grafito policristalino 7.
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3.4. Microscopia Raman en sistemas biolégicos

La microscopia Raman permite medir espectros Raman in vivo de regiones mi-
croscOpicas en muestras biolégicas como proteinas, polisacaridos, acidos nucleicos,
células y 6rganos, e incluso permite la detecciéon e identificacién de microorganismos
tanto en una muestra aislada como en un sujeto. Los espectros Raman nos brindan
un patrén espectral caracteristico para cada linea celular, brinddndonos informacién
de procesos bioquimicos a nivel celular, observandose variaciones en los picos Ra-
man asociados a proteinas, dcidos nucleicos, carbohidratos y lipidos de los sistemas
biolégicos 19,

En ese sentido, los cambios conformacionales pueden ser observados como una
variacion en la forma, desplazamiento, intensidad e interrelacion entre bandas es-
pectrales, asi como la ausencia de alguna de éstas.

Existen diversas técnicas para la obtencion del espectro Raman de muestras
bioldgicas y el uso de cada una de ellas es méas conveniente segin el tipo de mues-
tra que se desea analizar. La técnica mas utilizada es la dispersién Raman coherente
(CRS, por sus siglas en inglés), la cual se utiliza para obtener imagen celular, imagen
de tejido bioldgico, asi como para deteccion de cancer y para aplicaciones farmacéuti-
cas. Una de sus principales ventajas es su alta sensibilidad y permite tomar iméagenes
3D de las muestras '8,
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Figura 3.9: Ejemplo de imagen CRS-SRL hiperespectral de tejido muscular de ratén
[19]

3.5. Microscopia Raman en células de cancer de
mama gamma irradiadas

Actualmente, la espectroscopia Raman ha sido de gran utilidad como una herra-
mienta de alta sensibilidad, no invasiva y libre de marcaje para la caracterizacién
bioquimica de células normales y cancerigenas, asi como células vivas y muertas. Es-
pecificamente si se refiere a células de cancer de mama, esta técnica espectroscopica
permite notar las variaciones que puedan presentar en su estructura antes y después
de que el huésped pase por una radioterapia, es decir, que se les aplique radiacién
ionizante.
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Existe una gran diversidad de estudios donde se muestra caracterizaciéon por es-
pectroscopia Raman de las lineas celulares MCF-7 MDA-MB-231, MDA-MB-468,
MCF-10A, ID014-T y T-47D. Segun la literatura se han detectado 12 picos simila-
res correspondientes a las huellas dactilares de las lineas de cancer de mama antes
mencionadas, los cuales se relacionan principalmente a proteinas, lipidos, carbohi-
dratos y dcidos nucleicos 3. En la literatura la Amida I se asocia a la progresién del
cancer, la Amida III es un indicador del comportamiento canceroso en el cancer de
mama y los lipidos se relacionan a la invasividad del cdncer. Entre mayor presencia
de lipidos hay en la célula el cancer es mas agresivo [*3. En el cuadro 3.2 se muestran
los componentes asociados a cada pico del espectro.

A continuacion se muestra el espectro Raman de las lineas celulares de cancer de
mama MCF-7 MDA-MB-231, MCF-10A antes y después de ser irradiadas, asi como
se presenta una breve comparacion entre sus componentes y los efectos de la radiacién
sobre ellas.

Es importante mencionar que no se encontré evidencia sobre patrones espectrales
Raman de las lineas MDA-MB-468, ID014-T y T-47D al ser sometidas a radiacion,
por lo que nos abre un gran area para futuras investigaciones.

Desplazamiento
Raman Asignacién de Pico Componente
(em™1)
787 Bases de Citosina Acido Nucléico
(Nucleobases)
941 Polisacaridos Carbohidratos
1007 Anillo Aromatico C-C Proteina
. . Proteina
1250 Estiramiento C-N (Amida TT)
1344 Bases de Adenina Acido Nucléico
(Nucleobases)
1453 Modo Estructural Proteina
1583 Flexién C=C Proteina
1614 Estiramiento C=C P1.rote.1 na
(Tirosina)
. . Proteina
1667 Estiramiento -C=0- (Amida T)
2938 Estiramiento C-H Lipido/Proteina
3066 Estiramiento C-H Lipido
. . Proteina
3296 Estiramiento N-H (Amida A)

Cuadro 3.2: Composicién de la huella dactilar de las lineas celulares de cancer de
mama con su correspondiente grupo funcional o moléculas 43,

3.5.1. Espectroscopia Raman de diversas lineas celulares
El espectro Raman combinado con un andlisis de sus principales componentes
(PC) permiten separar las lineas celulares MCF-7 y MCF-10A en funcién de su con-

tenido de protefnas, lipidos y 4cidos nucleicos*?. En la figura 3.10 podemos observar
los PC de ambas lineas celulares, antes de ser expuestas a radiacién ionizante.
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Figura 3.10: Espectros Raman de linea celular normal (MCF-10A) y dos lineas celu-
lares de cancer de mama (MDA-MB 436 y MCF-7). Se muestra informacién espectral

sobre protefnas, lipidos y 4cidos nucléicos que las componen.*

En el andlisis que se realiza en el articulo anteriormente citado se muestra que la
linea celular MCF-7 parece contener mayor cantidad de lipidos y mayor concentra-

cién de dcidos nucleicos en comparacién con la MCF-10A.
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Figura 3.11: Espectros Raman de lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231,

T-47D e ID014-T donde se muestra el valor de los picos caracteristicos
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Para las lineas celulares MDA-MB-231, T-47D e ID014-T, los espectros Raman
son los mostrados en la figura 3.11. Es posible observar que los picos correspondientes
a los PC son similares para todas las lineas celulares. Sin embargo, comparando las
figuras 3.10 y 3.11 es posible notar que la linea celular MDA-MB-231 tiene mayor
concentracion de PC en comparacion con las demads. Esto se observa también en la
figura 3.12.
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Figura 3.12: Anélisis de altura de los picos correspondientes a lipidos, Amida I y
Amida III para las lineas celulares a) MCF-10A, MCF-7 4 y b) MDA-MB-231,
T-47D e ID014-T3. En el pico a 2934 cm~! asociado a lipidos se puede observar
una tendencia donde la linea MDA-MB-436 presenta mayor intensidad seguida de
las lineas MCF-7 y MCF-10A. En los picos de 1658 cm™! y 1244 cm™! asociados a
Amida I y Amida III respectivamente se puede observar la misma tendencia que en
lipidos para cada linea celular.

Una comparacion mas se puede realizar con la linea celular MDA-MB-468, donde
su espectro Raman (figura 3.13) muestra nuevamente que tiene los mismos PC que
la linea celular MCF-10A, sin embargo presenta mayor concentracién de lipidos 4.

Esto nos muestra que incluso antes de ser irradiadas, las lineas celulares presentan
diferentes concentraciones en sus PC atn siendo del mismo origen étnico (caucésico)
lo que nos podria indicar que presentan distinta radiosensibilidad tanto las de origen
caucasico como las de origen mexicano y afrodescendiente. Sin embargo, no hay que
afirmar esto ultimo sin hacer el andlisis correspondiente.
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Figura 3.13: Espectro Raman de la linea celular MDA-MB-468 donde se muestran
el rango asociado a lipidos 4.

3.5.2. Espectroscopia Raman de lineas celulares de cancer
de mama irradiadas

3.5.2.1. MCF-10A

Fue posible localizar en la literatura cientifica el analisis por espectroscopia Raman
de la linea celular MCF-10A después de ser irradiada por un haz de protones de 62
MeV (mega electronvolts) con dosis de 0.5, 2 y 4 Gy. El andlisis se realizé pasando
las 24, 48 y 72 horas después de la irradiacion 48,

Inicialmente se muestra el espectro Raman de la linea MCF-10A antes de ser
irradiada, enfocando el ldser de excitacion en el nticleo y el nucleolo de la célula.
Como se observa en la figura 3.14 los picos son los mismos que se mencionaron
anteriormente y estan relacionados con los PC de la célula [*¥. La diferencia que hay
en este caso es que se encuentra mayor concentracion de PC en el nucleolo que en el
nucleoplasma. Después se muestran los espectros Raman de la linea celular después
de las 24 horas (figura 3.15) y 48 horas (figura 3.16) de haber sido irradiada con
diferentes dosis de radiacion. Tal como se aprecia, los picos asociados al ADN/ARN
(784cm™1) se ven reducidos, lo que se relaciona con el dafio causado en este PC por
efecto de la radiacion!*®.
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Figura 3.14: Espectros Raman promedio de la linea celular MCF-10A antes de ser

irradiada. Los espectros se han medido enfocando el laser por encima de los dominios

del nucleolo (lfnea roja) y del nucleoplasma (lfnea oscura)*.
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Figura 3.15: Espectros Raman promedio de la linea celular MCF-10A después de las
24 horas de ser irradiada por dosis de 0 Gy (linea negra), 0.5 Gy (linea roja), 2 Gy
(linea azul) y 4 Gy(linea verde)!®).
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Figura 3.16: Espectros Raman promedio de la linea celular MCF-10A después de las
48 horas de ser irradiada por dosis de 0 Gy (linea negra), 0.5 Gy (linea roja), 2 Gy

(Iinea azul) y 4 Gy(linea verde) 18],

En particular, los espectros Raman presentados muestran que el dano inducido
por radiacién que recibe el ADN/ARN aumenta conforme aumenta el tiempo de
reparaciéon de la célula de 24 a 48 horas. Esto quiere decir que la célula es incapaz

de reparar los enlaces rotos de ADN/ARN e iniciar una via de muerte necrética 4],

3.5.2.2. MCF-7 y MDA-MB-231

Se encontrd en la literatura el espectro Raman de las lineas celulares MCF-7 y
MDA-MB-231 después de ser irradiadas con dosis clinicas de radiaciéon ionizante
por un haz de fotones con una tasa de dosis de 6 Gy/min, y a las cuales se les
administraron fracciones simples de 0, 2, 4, 6, 8, 10 (bajas dosis de radiacién -
LDR), 30 o 50 Gy (altas dosis de radiaciéon - HDR). Las muestras irradiadas fueron
recolectadas después de las 18, 42 y 66 horas después de la irradiacion 46,

Iniciando con la linea MDA-MB-231, su espectro Raman identifica un aumento
de proteina inducido por radiacién en relaciéon con las caracteristicas espectrales
de acidos nucleicos y lipidos después de ser expuesta a dosis bajas de radiacion,
especificamente de 6 Gy a las 66 horas después de la irradiacién (figura 3.17) 146,
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Figura 3.17: Espectro Raman de la linea celular MDA-MB-231. PC inducidos por
radiacién (a) y grafico de puntuacién (b) para el conjunto de datos de dosis alta.
Las principales caracteristicas positivas se deben a las proteinas, mientras que las
principales caracteristicas negativas se originan en los dcidos nucleicos y los lipidos.
El grafico de puntuacién indica un cambio estadisticamente significativo hacia pun-
tuaciones de PC medias positivas para las poblaciones expuestas a dosis tan bajas

como 6 Gy. Abreviaturas: c: carbohidrato, 1: lipido, n: acido nucleico, p: proteina
[46]

Al irradiar esta misma linea celular con dosis mas altas (30 - 50 Gy) y ser anali-
zada después de 72 horas de la irradiacién, se observa en ella cambios inducidos por
radiaciéon en su estructura bioquimica de manera dramética, demostrando incremen-
to en las concentraciones de proteinas (fenilalanina, tirosina y triptofano) y en las
estructuras de proteinas de hélice «, asi como un decremento en concentraciones de
estructuras de proteinas de ldmina (3 y de espiral aleatoria (estas tres dltimas son es-
tructuras secundarias que adoptan las proteinas), en comparacién con la linea celular
no irradiada 7). Estos cambios corroboran que la sintesis y degradacién de proteinas
estructuradas estan correlacionadas con una mayor supervivencia post-irradiacién y
juega un rol muy importante en la respuesta celular radioadaptativa.

En cambio para la linea MCF-7, el espectro Raman identifica un aumento inducido
por radiacién en las caracteristicas espectrales al glucégeno (polisacarido de reserva
energética) en células expuestas a dosis tan bajas como 2 Gy al ser analizadas después
de 44 y 66 horas de la irradiacién 9. De igual manera ocurre al exponer la linea
celular a dosis altas de radiacién, pues se muestra este mismo incremento en la
concentracion de glucégeno. En la figura 3.18 puede observarse que no hay gran
diferencia en el espectro Raman de la linea celular irradiada con dosis bajas en
comparacion a cuando es irradiada con dosis altas de radiacién.

El aumento en la concentracién de glucégeno puede indicar que se ha activado
la via de senalizacién fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K/AKT) la cual es un impor-
tante contribuyente a la radioresistencia de una célula pues tiene gran importancia
en aspectos de crecimiento y supervivencia celular. Se cree que ciertas citocinas
(proteinas) al ser inducidas por la via AKT, protegen la célula contra la apoptosis
(muerte celular programada) por radiacion a través de la regulacién de proteinas
mitocondriales, factores de transcripcion, maquinaria de traduccién y progresion del

ciclo celular 1461,
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Figura 3.18: Espectro Raman de PC de la linea celular MCF-7 después de ser irradia-
da a) con bajas dosis, b) con altas dosis. Se puede observar que en ambos espectros
hay un aumento en las caracteristicas espectrales de glucégeno inducido por radia-
cién =0,

Otra de las caracteristicas mas importantes que se muestra en los espectros de
ambas lineas celulares después de ser irradiadas es el aumento en la intensidad de
la banda a 718 cm™! relacionado a fosfolipidos de membrana, la cual se atribuye a
la presencia de vesiculas en la membrana celular. Las vesiculas se producen por la
dislocacién de los fosfolipidos de plasma membrana y citoesqueleto como parte del
mecanismo activado por la radiacién *6. En otras palabras, lo anterior se refiere a
un dafnio por radiaciéon causado en la membrana celular.

En la figura 3.19 puede observarse una comparacién entre los espectros Raman
de ambas lineas celulares antes de ser irradiadas. En el apartado b) se observa el
porcentaje de la varianza asociado a los PC. Sin embargo, al observar la figura 3.20,
se puede ver claramente que las varianzas se reducen drasticamente después de ser

irradiadas con altas dosis de radiacién 461,
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Figura 3.19: Espectro Raman de lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7 antes de

ser irradiadas. El porcentaje en b) equivale a la varianza de sus PC 147,
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Figura 3.20: Espectro Raman de lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7 después de
ser irradiadas con dosis altas de radiacion. El porcentaje equivale a la varianza de
sus PC [47],

También se presenta como el estado del gen p53 influencia la respuesta de la linea
celular a la radiacién. Este gen mejor conocido como proteina supresora de tumores,
es el encargado de detener el ciclo celular, activar enzimas de reparacion del ADN,
iniciar el proceso de senescencia y activar la apoptosis *8l. Presenta dos estados
comunes los cuales son wild type (wt) que es la forma comin en la que se expresa
un gen, y mutant-type (mt) que es la manera atipica de expresarse. En el caso de
la linea MDA-MB-231 se trata de un mt y la linea MCF-7 es un wt. En células
tumorales de mamiferos el estado mt del gen p53 se asocia a una mayor resistencia
a la radiacién. En cambio, existe evidencia que muestra que es necesario el estado
wt para el inicio de la detencién del ciclo celular y muerte celular inducidas por
radiacién 46,

De la informacion obtenida por el espectro Raman de las lineas MDA-MB-231
y MCF-7 fueron propuestos dos posibles mecanismos de respuesta bioquimica a la
radiacién. El primer mecanismo es la sintesis regulada y la degradacion de proteinas
estructuradas y el segundo mecanismo es la expresion de factores anti apoptosis y
otras sefiales de supervivencia 47,

Entre la literatura analizada se puede concluir que hay diferencias notables en la
intensidad de los picos obtenidos por espectroscopia Raman asociados a lipidos y
amidas de lineas celulares de cancer de mama provenientes de distinto origen étnico y
el control normal (MCF-10A). La evidencia recopilada muestra la similitud que hay
entre ellas respecto a principales componentes como lipidos, amidas, polisacaridos,
acidos nucléicos, etc. Sin embargo, existe diferencia en las concentraciones de cada
uno de ellos: para células cancerosas la intensidad de los picos relacionados a lipidos
y amidas I y IIT es mayor que la intensidad de los picos en una célula de mama
saludable. Esto se puede asociar al hecho de que en general, las células de cancer
presentan un metabolismo alterado lo que se relaciona con una mayor recaptacion
de energfa y por consiguiente, aumento en los componentes vitales de la célula 5.

Respecto a las caracteristicas espectrales asociadas a los diferentes origenes étnicos
de cada linea celular se puede destacar que todas ellas presentan diferencias en las
intensidades de los picos relacionados a sus principales componentes, especificamente
lipidos y amidas.
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En orden ascendente, la intensidad de los picos obtenidos del espectro Raman
asociados a lipidos (2934-2938 cm™!) se presenta a continuacion:

1.

MDA-MB-468 (afrodescendiente)

2. MDA-MB-231 (caucésico)
3. ID014-T (mexicano)

4.
5
6

T-47D (caucdsico)

. MCF-7 (caucésico)
. MCF-10A (caucésico)

Respecto a la intensidad de los picos Raman asociados a amida I (1658-1657
cm™!), el orden es el siguiente:

1. MDA-MB-231 (caucdsico)
2. MCF-7 (caucasico)

3.
4
5

ID014-T (mexicano)

. T-47D (caucésico)
. MCF-10A (caucasico)

Por ultimo, la intensidad de los picos Raman asociados a amida IT (1244-1250
cm™!) presentan el siguiente orden:

1. MDA-MB-231 (caucésico)
2. ID014-T (mexicano)

3.

4. MCF-7 (caucésico)

D.

T-47D (caucésico)

MCF-10A (caucdsico)

No se encontré informacion de la intensidad de los picos asociados a amida [ y III
de la linea MDA-MB-468. Tampoco se encontré evidencia respecto a la radiosensi-
bilidad y radioresistencia de las lineas celulares ID014-T, T-47D, MDA-MB-468.
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Capitulo 4

Teoria de la Microscopia de Fuerza
Atémica (AFM)

La microscopia de fuerza atéomica (AFM por sus siglas en inglés) es una técnica
que permite la obtencién de imagenes topograficas y propiedades fisicas por medio
de la interaccién de fuerzas entre la punta muy delgada de una sonda mecénica y la
superficie de la muestra analizada 2%, Permite trabajar en aire, liquido y en vacio.
En la actualidad existen varias técnicas o modos de sondeo que permiten analizar
muestras blandas o inestables en el vacio como las de origen bioldgico y organico,
asi como muestras duras como las inorganicas minerales, industriales, entre otras.
Estos modos en conjunto con el pequeno didmetro que pueden llegar a tener las
puntas permite alcanzar resolucién de hasta 107!° m, permitiendo visualizar 4&tomos.
Ademas, el AFM hace posible la medicién de distintas propiedades fisicas tales como
la fuerza de adhesién, rugosidad y elasticidad de una muestra [2%.

4.1. Instrumentacion y principios fisicos del AFM

El AFM viene compuesto de un cantilever con una punta al final, un diodo laser,
un fotodiodo o detector, y un tubo piezoeléctrico.

Figura 4.1: Diagrama de un microscopio de fuerza atémica. Imagen creada por yash-
vant para The Opensource Handbook of Nanoscience and Nanotechnology: https :
//en.wikibooks.org/wiki/Nanotechnology/AF M# /media/File : AF M setup.jpg
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4.1.1. Micropalanca

El cantilever, también conocido como micropalanca, cuenta con una punta muy
afilada en uno de sus extremos; esta punta sirve para escanear la superficie de la
muestra ya sea dando pequenos toques o arrastrandose sobre ella, estd sujeta de una
base que se mueve en las direcciones X-Y-Z.

Dadas las dimensiones con las que cuenta la punta, las fuerzas de atraccién de
corto alcance que hay entre la superficie de la muestra y la punta provocan que la
micropalanca se curve o flexione hacia la superficie a lo largo de su longitud. Pero,
dado que la punta continiia acercandose a la superficie hasta llegar a "tocarla”, se

puede observar un aumento en las fuerzas de repulsiéon que provocan una inversion
20]

en la curvatura de la micropalanca contra la superficie |

Figura 4.2: Ampliacién a 1000x de wuna palanca usada de AFM.
Imagen  creada  por  Materialscientis,  trabajo  propio: https
/[en.wikipedia.org/wiki/Atomicorcenicroscopy#/media/ File

AF Mused).antilever;ngcanningglectronyricroscope,, agnification,000x.J PG

La micropalanca puede ser fabricada de distintos materiales, entre ellos, los mas
comunes son nitruro de silicio, didéxido de silicio y silicio. El largo suele ser de 100 y
200 um aproximadamente. El grosor de la punta define en gran medida la resoluciéon
del método. Mientras més delgada es hay mayor resolucién de imagen, mayor preci-
sién y exactitud en la medicion de fuerzas. Las puntas estandares rondan entre los 7
y 20 nm, mientras que las super afiladas de alta resolucién pueden ser hasta de 1 nm
o un poco menos. La forma de la micropalanca puede ser en forma triangular o de
viga, mientras que la punta puede tener forma de espiga semi piramidal o totalmente
piramidal 2.

4.1.2. Diodo laser y fotodiodo

Para detectar las desviaciones que se provocan en la micropalanca hacia la super-
ficie o en contra de ella se emplea un diodo laser. Este ldser emite un haz de luz,
el cual incide en la cabeza de la micropalanca y es reflejado en cierta direccion. La
direccién con la que se refleja el haz incidente depende directamente del movimiento
de la micropalanca 12,
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Para AFM se utilizan fotodiodos sensibles a la posiciéon (PSPD por sus siglas en
inglés) los cuales monitorizan el haz de luz reflejada. Los movimientos generados
por la micropalanca producen pequenos cambios en la direccion del haz reflejado,
los cuales seran monitorizados por el PSPD. Por lo tanto, si una punta de AFM
pasa sobre una superficie elevada, la flexién de la micropalanca contra la superficie
y el subsecuente cambio en la direccién del haz reflejado se registran mediante los
cambios de posicién del haz medidos en el fotodiodo 2.

4.1.3. Piezoeléctrico

El tubo piezoeléctrico se encarga de sujetar la muestra y, a través del sondeo en
el plano X-Y por parte de la micropalanca, permite determinar la altura en Z a la
que se encuentra la punta de la muestra 9. Esto gracias a que permite controlar
la precision en los soportes de muestras dentro de camaras de vacio y asi mantener
un nivel constante de separacién entre punta-muestra que no sea afectado por la
superficie de la muestra. Esta altura es dependiente del movimiento de la punta en
el plano X-Y.

4.1.4. Obtencion de imagenes

La obtencién de una imagen topografica por medio de la técnica de AFM se realiza
al explorar una muestra de manera superficial con la punta de la micropalanca en la
zona de interés. La transicién entre partes elevadas y deprimidas de la superficie de
la muestra influyen en la desviacion del haz que controla a la micropalanca, y el cual
se monitoriza en el fotodiodo. El AFM puede generar un mapa topografico de las
caracteristicas superficiales usando un circuito de retroalimentacién para controlar
la altura de la punta sobre la superficie, y buscando mantener constante la posicién
del laser sobre el fotodiodo 2%,

4.2. Mecanica de la micropalanca

Una micropalanca tiene las siguientes dimensiones: Ancho (w), grosor (t), largo
(L) y altura de la punta (h), la cual es medida desde la punta hacia el centro de la
micropalanca, 22,

Cuando la micropalanca se curva dada una fuerza Fly en direcciéon Z ejercida en
la punta, esta se desviard una distancia Z(z) desde la posicién descargada en el eje
z, COmMo

(z) = % <:p2 - ;’Z) (4.1)

Donde L es la longitud antes mencionada, E es el médulo de Young e I es el
momento de inercia.
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Figura 4.3: Geometria de una micropalanca. Imégen ex-
traida de Wikibooks, subida por Kristian Molhave:

https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=1377662

La deflexién de la punta esta dada por

A, =z(L) = I g

- 3EI (42)

Ya que el comportamiento de la micropalanca esta representado segun la ley Hoo-
ke, podemos obtener la constante del resorte ky a partir de la siguiente relacién

Fy = kyA, (4.3)
3ET

Y de esto podemos conseguir el angulo de la micropalanca con la punta en el plano
X-Y, 6,. Este dngulo es el que produce la deflexién del laser y esta dado por

On = Z'(L) (4.5)

F 3Z(L)
Z(L)= —L1*=-"= 4.
(L) =27 5T (4.6)
Dada esta relacién obtenemos que el angulo 6y es

_3A,

by = 57 (4.7)

Este es el angulo medido entre la distancia de deflexién de la punta y el dngulo
de deflexién de la punta 22,
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4.3. Mediciones y modos de operaciéon del AFM

4.3.1. Mediciones en AFM

4.3.1.1. Medicion de imagen:

En este modo se hace un barrido de la muestra en la superficie (plano X-Y) por
medio de la punta en la micropalanca. Mientras se produce el barrido, las fuerzas de
atraccion y repulsion entre los atomos de la muestra producen que la micropalanca
se flexione. Esta flexion se registra por un sensor y la senal obtenida se introduce
a un circuito el cual controla un actuador piezoeléctrico que determina la altura
(medida en el eje Z) de la punta sobre la muestra y de esta manera permite que la
flexién en la micropalanca se mantenga constante 5.

Es posible trazar un mapa topografico a partir de la representacion de la altura de
la punta en términos de su posicién (X,Y) sobre la muestra (Z = Z(X,Y)) 3. Esto
también permite detectar la fuerza interatéomica cuando la punta estd muy cerca de
la superficie de la muestra.

4.3.1.2. Medidas de fuerza:

Para la medida de fuerza se hace oscilar la punta de la micropalanca de manera
vertical sobre la muestra y de esta forma se va registrando la flexién generada en la
micropalanca. La medida de la fuerza F se expresa dependiente de la altura Z que
tiene la punta sobre la superficie de la muestral®®.

Las medidas de fuerza permiten el estudio de la elasticidad y fuerzas de adhesién
en una muestra, e incluso, a nivel de una sola molécula permite el estudio de inter-
acciones especificas entre varias de ellas, por ejemplo, interacciones entre antigenos
y anticuerpos asi como la interaccién entre las hebras complementarias del ADN,
asi como también interacciones estructurales de biomoléculas y caracterizacion de
la elasticidad en polimeros. Ademas es de gran utilidad en estudios de indentacién
de polimeros blandos que permiten caracterizar propiedades tales como el mdédulo
de elasticidad o viscoeldsticas, y en muestras duras se puede obtener el médulo de
Young 24,

El médulo de Young también es conocido como médulo de elasticidad. Es un
parametro utilizado para caracterizar el comportamiento de materiales eldsticos,
segun la direccién en la que se aplica una fuerza °. En materiales anisétropos como
lo es la superficie celular, es posible probar que hay tres constantes eldsticas (E,,
E,, E.) tales que el médulo de Young en cualquier direccién puede expresarse como

E=LE,+,E,+.E, (4.8)

Donde [, l,, . representan los cosenos directores del vector de direccién en que
medimos el médulo de Young respecto a tres direcciones ortogonales dadas 4°.
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4.3.2. Modos de operaciéon en AFM

En AFM existen dos modos principales los cuales son el método de contacto y el

método dindmico. De estos métodos se derivan todos los demdas métodos existentes
(21]

4.3.2.1. Modo de contacto

En el método de contacto la punta de la micropalanca estd en contacto perpetuo
durante el barrido, esto quiere decir que la fuerza entre la punta y la muestra se
mantiene constante, permitiendo asi que se mantenga una constante de deflexién. La
senal de retroalimentacién se obtiene a partir de la deflexién en Z de la micropalanca.

Este método se utiliza principalmente en muestras duras, que no sufran dano al
21)

someterse a una fuerza continua |

Figura 4.4: Representacién del modo contacto en AFM [

Una fuerza fundamental en el método de contacto es la fuerza de adhesion entre
la punta y la muestra, la cual estd dada por:

Fadhesion = 47TR7L0039 (49)

Aqui, v, representa la tensién superficial del agua, R es el radio que hay de la
punta a la muestra y € el dngulo del menisco entre ellas.

Una de las desventajas principales que se presenta en AFM al utilizar el modo
contacto es que al analizar muestras bioldgicas, especificamente blandas o delicadas,
éstas pueden danarse a causa del contacto continuo con la punta. Es por ello que es
preferente utilizar este modo en muestras fuertemente adheridas a la superficie 2.

4.3.2.2. Modos dinamicos

Los dos modos més utilizados del modo dindmico son el modo de no contacto y
el de contacto intermitente, mejor conocido como tapping. Para estos modos es ne-
cesario hacer vibrar la micropalanca con cierta frecuencia de resonancia apoyandose
en el actuador piezoeléctrico. La amplitud, frecuencia y fase de vibracién de la mi-
cropalanca dependen directamente de la interaccién entre la punta y la superficie,
mientras que el circuito de realimentacion mantiene constante sélo una de estas tres

propiedades, esto depende totalmente del modo de operacién que se utilice °9].
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= Modo de no contacto: También conocido como modo de frecuencia modu-
lada (FM-AFM).En el modo de no contacto la punta oscila muy cerca de la
superficie, dentro del régimen de fuerzas de atraccién, sin haber contacto entre
punta y muestra, facilitando asi la obtencién de imédgenes topogréficas de alta
precisién y no invasivas (sin daar la muestra) 2.

B g nEga R

i 1 L]

r.llrll|1..|l|-.l..1:
L

Figura 4.5: Representacién del modo no contacto en AFM [

= Modo de contacto intermitente: Este modo también es conocido como
“tapping” o de amplitud modulada (AM-AFM). Este método consiste en hacer
oscilar la palanca, dando toques continuos a la muestra durante el barrido,
apoyandose en el piezoeléctrico al que esta acoplado. Este método se emplea
principalmente en muestras que se encuentran en un medio liquido, como son
las muestras biolégicas o en general, para muestras blandas *!). Usualmente, en
el modo de contacto intermitente, la punta golpeaba la superficie de la muestra
de manera intermitente, sin embargo, se ha demostrado que este método se
puede operar tanto a contacto con la muestra como a distancia de ella.

|||I||._|||||Ir||
|I||||i.”|I|||

Figura 4.6: Representacién del modo de repiqueteo (tapping) en AFM 29

4.3.3. Interaccion de fuerzas y modelos de descripcion

Dado que la punta de la micropalanca se somete a un régimen de interaccién de
fuerzas atractivas y repulsivas con la superficie de la muestra, es posible obtener
curvas de fuerza-distancia, las cuales son una representacion gréafica de toda esa
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interaccién P, Como se observa en la figura 4.7, tenemos una curva fuerza-distancia
de la cual se puede extraer la siguiente informacién:

= El tramo 2-3 permite evaluar las fuerzas de interaccién electrostaticas y de
Van der Waals entre la punta y la muestra.

= El tramo 3-4 permite evaluar el espesor de la capa de muestra adsorbida al
sustrato.

= El tramo 5-6 permite cuantificar la fuerza de adhesién.

Fuesia

Distzncia

Figura 4.7: Curva fuerza-distancia obtenida por AFM. La punta se acerca a la mues-
tra (1-2) y a una distancia critica (2) actian las fuerzas de atraccién (2-3) provocando
la unién entre ambas y la interaccién atractiva continda (3-4) hasta que comienzan a
predominar las fuerzas repulsivas (4-5) y provocan una separacién de la punta (5-6)
y esta regresa a su posicién inicial (6-7) 121,

Ademas, la forma de las curvas fuerza-distancia permite obtener informacién sobre
las caracteristicas de la muestra o de la interaccién punta-muestra como lo son las
fuerzas de adhesion, si se trata de una muestra rigida o blanda, fuerzas de repulsién
o atraccién de largo alcance y si existe deformacién pléstica en la muestra 1.

Es posible describir las fuerzas de atraccion que existen entre la punta y la muestra
mediante la ecuacién de Van der Waals 2!, donde se calcula la fuerza entre una esfera
y un plano:

HR

Fts(ZwZ) = @

(4.10)

Donde H es la constante de Hamaker, R es el radio de la punta y d la distancia
entre la punta y la superficie, Z, es la distancia entre la superficie y la posicion de
equilibrio del cantiléver, Z es la distancia entre la superficie y la micropalanca en un
momento dado de oscilacién (d= Z,. + Z) PU.

Para describir las fuerzas de contacto y de adhesion se han empleado modelos
correspondientes a la teoria de la elasticidad como lo es el modelo de Hertz, que
considera los cuerpos como esferas y desprecia las fuerzas de adhesién. También,
los modelos de Johnson-Kendall-Roberts (JKR) y el de Derjaguin-Muller-Toporov
(DMT) son més modernos y proveen las relaciones analiticas entre la deformacién
y la fuerza aplicada a la muestra. El modelo DMT es mas adecuado para describir
contactos rigidos, pequenas fuerzas de adhesién y pequeno radio de la punta. El
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modelo (JKR) se emplea para contactos con baja rigidez, grandes fuerzas de adhesién
y radio de la punta grande [,

4.4. Aplicaciones del AFM

Como antes se mencionaba, el AFM permite obtener imégenes topograficas, pro-
fundidad y ancho de huecos en la superficie, rugosidad, entre otras propiedades de
distintas muestras. Este método permite medidas de potencial de superficie para
detectar la presencia de cargas superficiales en la muestra. También permite rea-
lizar medidas de fuerzas magnéticas (MFM) que nos posibilita la observacién de
dominios magnéticos que no son visibles en el modo topogréfico. Otra de sus utili-
dades es que es posible cuantificar fuerzas eléctricas (EFM) sobre la superficie de la
muestra, asi como hacer estudios de dureza y durabilidad de peliculas de materiales
inorganicos, organicos y biolégicos 2.

Dada la informacion que puede obtenerse de una muestra, existe una amplia gama
de ramas de las ciencias naturales a las cual se puede aplicar AFM, entre ellas se
incluye a la fisica de estado sélido, al desarrollo de semiconductores, a ingenieria mo-
lecular, la quimica y fisica de polimeros, asi como la quimica de superficies, biologia
molecular y celular, en medicina y nanotecnologfa .

Las aplicaciones en el campo de la fisica del estado sélido incluyen la identificacion
de atomos en una superficie, la evaluacién de interacciones entre un atomo especifico
y sus atomos vecinos, y el estudio de cambios en las propiedades fisicas que surgen
de cambios en una disposicién atémica a través de la manipulacién atémica 6. En
biologia molecular, el AFM puede utilizarse para estudiar la estructura y propieda-
des mecanicas de conjuntos y complejos de proteinas. Un ejemplo es el uso de AFM
para la obtencién de imédgenes de microtibulos y la medida de su rigidez 6. En bio-
logia celular, es posible utilizar AFM para intentar diferenciar células cancerosas de
células normales basandose en distintas caracteristicas como lo es su dureza. Tam-
bién para evaluar las interacciones entre una célula especifica y sus células vecinas en
un sistema de cultivo competitivo. E1 AFM también se puede utilizar para estudiar
cémo las células regulan la rigidez o la forma de la membrana o pared celular 9.

4.5. AFM en sistemas biolégicos

En la actualidad, el AFM se ha convertido en una herramienta de gran utilidad
en el campo de la biologia ya que ha permitido la cuantificacién de diversas pro-
piedades de materiales biolégicos 6. Ademéds de ello, esta técnica ha destacado en
la conduccion de nuevos desarrollos en el area de la nanobiotecnologia y, debido a
sus caracteristicas unicas, se ha hecho énfasis en utilizar AFM para la aplicacién de
fuerzas a nanoescala con el fin de estudiar ciertos eventos biolégicos 2.

Cabe destacar la capacidad del AFM de poder manejarse en diversos entornos
como lo es el vacio, el aire, y lo mas importante en el area de la biologia, en liquido,
ya que la gran mayoria de procesos biolégicos tienen lugar en este medio 2.

Ademas de visualizar la topografia de materiales biolégicos como células indi-
viduales, proteinas individuales y cadenas de ADN en su entorno activo, el AFM
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permite la manipulacién de moléculas individuales mediante espectroscopia de fuer-
za de reconocimiento molecular, explorando propiedades mecéanicas de las células y
mecanismos bioldgicos, asf como interacciones existentes entre enzima y farmaco (6.

Figura 4.8: Imagenes de la organizaciéon a nanoescala de los componentes de la
pared celular en células vivas obtenidas con AFM. Imagenes registradas en buffer
para la superficie de (A) Lactobacillus rhamnosus GG, (B) Lactococcus lactis, (C)
Aspergillus fumigatus y (D & E) Corynebacterium glutamicum (27

4.5.1. Células y procesos celulares:

Es bastante factible la obtencién de imagenes de estructuras celulares y subcelula-
res en condiciones fisioldgicas con una alta resolucién por medio de AFM. Algunas de
las primeras células observadas por este método fueron eritrocitos fijos secados sobre
cubreobjetos de vidrio; sin embargo, en ese entonces no se pudo obtener suficien-
te informacién sobre las estructuras intracelulares o extracelulares. Actualmente, la
técnica del AFM ha avanzado tanto, que incluso es posible analizar células en medios
acuosos, muchas de ellas incluso son fotografiadas in vivo (figura 4.8) [27.

4.5.2. AFM en células de cancer

La exploracién de células normales y cancerosas por medio de AFM nos puede
brindar informacién importante respecto a las caracteristicas superficiales que tiene
cada una de ellas. Estudios muestran que en células normales, la superficie es rigida
en comparacién con células de cancer puesto que, al aplicar fuerza con el cantilever se
observa menor profundidad de la hendidura formada, al contrario que en una célula
cancerosa, donde la hendidura suele ser mas profunda al aplicar la misma fuerzal®’.
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Figura 4.9: Esquema mostrando la identificacion de medidas de elasticidad en AFM.
A) identificacién de células cancerosas usando AFM en base a la profundidad de la
indentacién. B) Imdgen 6ptica de la vista superior de la cAmara integrada al sistema
AFM, utilizada para ubicar el cantilever sobre células no tenidas. C) Conversién de
las curvas de fuerza registradas a una curva de fuerza aplicada vs indentacién. D)
El valor promedio del médulo de Young calculado ajustando una funcién Gaussiana
al histograma de todos los datos recopilados. El ejemplo muestra la distribucion del

médulo para células de melanoma WM11569,

Para calcular el médulo de Young con AFM en células se sigue una secuencia
especifica, la cual se muestra en la figura 4.9 y se describe a continuacién: Primero,
las células son localizadas utilizando un sistema Optico usualmente integrado en
los sistemas de AFM (Figura 4.9b). Después, el cantilever se acerca a la célula
que sera estudiada y se coloca una cuadricula sobre el centro de esta. En cada
punto de la cuadricula se pone en contacto la punta del cantilever con la célula y
se registran curvas de fuerza. Luego, las curvas de fuerza se convierten en curvas de
fuerza versus indentacién mediante la resta de dos curvas de fuerza, una registrada
en una celda y la otra recolectada en un sustrato duro (Figura 4.9¢). Las curvas de
fuerza vs indentacién describen la respuesta mecanica a la fuerza aplicada, que es
caracteristica de cada material. El valor del médulo de Young, que caracteriza la
rigidez de la célula se puede evaluar dentro del marco de la mecanica de contacto
de Hertz, teniendo en cuenta un indentador rigido con una geometria seleccionada
por la punta del AFM (esférica, paraboloidal, cénica o de extremo plano) y un
sustrato plano y deformable. Por lo general, la geometria de la punta utilizada en
AFM es piramidal la cual se modela como un cono o paraboloide. Por lo tanto, se
pueden utilizar dos férmulas para describir la relacién entre la fuerza aplicada F y
la profundidad de indentacién resultante ¢ 59:

Para un cono

F(5) = Qt‘r(o‘)E 52 (4.11)

Para un paraboloide

:4‘\/EE/'53/2
3

F(0) (4.12)

donde « es el dngulo de apertura de la punta y R es el radio de la curvatura.
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El médulo de Young reducido E’ esta dado por la expresion:

1 1- M?)unta 11— ,u2 t
I muestra 4.13
£ Epunta * Emuestru ( )

En el caso de células vivas Enyestra <K Epunta, POT lo que la expresion 4.12 queda
como

1 1 — et
I muestra 4.14
El Emuestra ( )

Donde p es el coeficiente de Poisson, relacionado a la compresibilidad del ma-
terial en un rango de 0 a 0.5. Es dificil determinar el coeficiente de Poisson para
células, sin embargo todos los calculos necesitan asumir algin valor. Cominmente
el valor se toma como 0.5, ya que las células pueden ser tratadas como un material
incompresible (.
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Figura 4.10: Medidas de elasticidad en lineas celulares. A) Histogramas del médu-
lo de Young determinado para lineas celulares humanas malignas y benignas. B)
La correspondiente relacién entre el médulo en funcién del nimero de célula. C)
Comparacién del médulo de Young para varias lineas celulares®?.
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Finalmente, el médulo de Young de una célula puede ser calculado por la distri-
bucién de los valores determinados para formar las curvas de fuerza vs indentacién
de una sola célula (Figura 4.9d). El centro de la distribucién denota el valor medio,
mientras que la mitad del ancho tomado desde la mitad de la altura corresponde a
la desviacién estandar P9,

El médulo de Young determinado por mediciones con AFM es un valor relativo y
puede usarse sélo para estudios comparativos en casos donde todas las condiciones
experimentales son conservadas. En caso de células vivas la muestra se considera
anisotropica, como anteriormente se menciond, y entonces el médulo de Young de-
terminado debe ser tratado como un valor relativo %, Un ejemplo de ello se puede
observar en la figura 4.10 donde se presentan mediciones de elasticidad para diver-
sas lineas celulares. Se puede observar la comparacién entre el médulo de Young de
lineas celulares malignas y benignas (figura 4.10a), asi como de varias lineas celulares
(figura 4.10c), entre otras.

4.6. AFM en células de cancer de mama.

Mediante el uso de AFM de puede obtener informacién estructural de las células
como lo son la rigidez, viscosidad, rugosidad y elasticidad (médulo de Young) 19,
A continuacién, se presentan resultados obtenidos por AFM, obtenidos de literatura

cientifica, de diversas lineas celulares de cdncer de mama.

4.6.1. Lineas celulares MCF-10A y MCF-7

Una investigacién realizada en el ano 2016 nos muestra las diferentes caracteristi-
cas que se pueden obtener por AFM de las lineas celulares MCF-10A y MCF-7. En
la figura 4.11 podemos observar las nanoestructuras en la superficie de ambas lineas:
MCEF-10A (linea normal) y MCF-7 (linea de cancer de mama). En ellas se puede
observar que MCF-7 tiene una forma ovalada, en cambio MCF-10A presenta una
forma eliptica redondeada (Figura 4.11a y 4.11b respectivamente). También pode-
mos observar que la estructura de los filamentos difiere en ambas lineas, para la linea
de cancer de mama los filamentos no son paralelos y forman una red entrelazada en
la membrana en comparaciéon con la linea benigna, la cual forma una estructura pa-
ralela de filamentos. La estructura filamentosa esta relacionada con el citoesqueleto
de la actina y su reordenamiento es esencial para la transformacién del tumorl®!, es
por ello que toma esa estructura cadtica en la linea MCF-7.

La linea celular MCF-7 presenta una interfase mas corta que contribuye a tasas
mitéticas mas rapidas, lo que da paso a una mas rapida proliferacion celular. Esto
hace que no tengan tiempo suficiente para desarrollar un citoesqueleto tan denso
como el de las células normales. Por lo tanto, los filamentos de actina de la célula
en interfase desaparecen cuando las células entran en la mitosis y son reemplazadas
por una distribucién difusa de actina tal como se muestra en la figura 4.11c 61,
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Morfologia MNanoestructura

MCI -7

MCF-10A

Figura 4.11: Imégenes de células mamarias cancerosas (MCF-7) y benignas (MCF-
10A) obtenidas por AFM. Las imagenes de morfologia (A y B) y nanoestructura (C
y D) muestran detalles estructurales, asi como informacién de tomografia del cancer
y de células mamarias benignas (611,

En la misma investigacién se demuestra que la rugosidad en el caso de la linea
celular de cancer de mama es significativamente mas alta que la de la linea celular
benigna, lo que puede indicar que esta caracteristica de la membrana plasmaética es
un parametro efectivo y que puede ser un indicador importante del estado de salud
de la célula %V, En el cuadro 4.1 se muestra la rugosidad media de cada una de las
lineas celulares donde Ra es la media aritmética de las desviaciones en altura del
valor medio de rugosidad y Rq es la raiz cuadrada media.

Linea Celular Ra Rq
MCEFE-7 27.4148.00 34.17£11.92
MCF-10A 21.344+6.59 26.10£7.76

Cuadro 4.1: Rugosidad promedio de células mamarias cancerosas (MCF-7) y no
cancerosas (MCF-10A) 61,

Respecto a los valores de elasticidad y viscosidad de las lineas celulares, se deter-
minaron mediante el modo de fuerza del AFM que la linea MCF-10A tiene alrededor
de tres veces mas elasticidad que la MCF-7, lo que sugiere que estas tltimas son mas
blandas que las células normales. Esto se asocia al citoesqueleto no bien desarrolla-
do como se habfa mencionado anteriormente 6. En la figura 4.12 se muestra un
histograma de los médulos de Young respectivos a las lineas celulares MCF-10A y
MCF-7. En relacién al pardmetro de viscosidad (figura 4.13), se reporta asociacién
con la motilidad, proliferacién e invasién celular y puede utilizarse para evaluar el
estado de salud de las células. Menor viscosidad en la célula indica mayor motricidad
y capacidad de agresién, lo que indica que la viscosidad en la linea celular MCF-7 es
menor que la MCF-10A. Este resultado sugiere que MCF-7 es un tipo de célula de
cancer agresiva y con mayor potencial invasivo en comparacién con MCF-10A 61,
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Figura 4.13: Histogramas de viscosidad asociados a A) células MCF-7 y B) células
MCF-10A[64

4.6.2. Lineas celulares MDA-MB-231, T-47D e 1D014-T

En esta seccion describiremos la informacion topografica encontrada de las lineas
celulares MDA-MB-231, T-47D e ID014-T.

En la figura 4.14, se presenta la topografia obtenida mediante AFM de las lineas
MDA-MB-231, T-47D e ID014-T. En el mismo sentido se presenta el cuadro 4.2 en
el cual se muestran los valores de rugosidad medidos en el nticleo y en la periferia
de cada célula, donde se observa mayor rugosidad en la linea MDA-MB-231 en

comparacién con la otras lineas celulares 43,
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d) o)

Figura 4.14: Imagenes AFM regulares y 3D de la superficie celular de MDA-MB-
231, T-47D e ID014-T: a) Superficie celular regular de MDA-MB-231; (b) Superficie
celular regular de T-47D; (c) Superficie celular regular de ID014-T; (d) superficie
celular 3D de MDA-MB-231; (e) superficie celular 3D de T-47D; (f) Superficie celular
3D de ID014-T 131,

Linea celular Rugosidad del Nicleo Rugosidad de la periferia

(nm) (nm)
MDA-MB-231 44.52+7.24 43.63+£6.94
T-47D 43.73+£7.43 43.49+5.95
1D014-T 39.78+7.72 38.83+£7.53

Cuadro 4.2: Valor de la rugosidad en el nticleo y periferia del nticleo de lineas celulares
de céncer de mama [*3,

Recordando la relacion que existe entre la rugosidad de una célula de cancer y su
citoesqueleto, se podria determinar que la linea MDA-MB-231 tiene un citoesqueleto
mas débil al igual que la linea T-47D en comparacién con la linea ID014-T, lo que
indica que son mas agresivas las dos primeras lineas en comparacién con la tltima.
La rugosidad celular se relaciona con el grado de agresividad del cancer, por lo que
se puede asociar a un cambio en el proceso bioquimico celular(*3.

En los resultados de la investigacién que abarca las tres lineas celulares men-
cionadas en esta seccion, se indica como la composicién bioquimica celular y las
caracteristicas mecanicas celulares como lo son la rugosidad y topografia, pueden
regular el comportamiento celular *3!. Los cambios cualitativos y cuantitativos que
sufre la célula podrian utilizarse como una forma de distinguir entre subtipos celu-
lares o como biomarcadores para la evaluacion de terapias y medicamentos contra
el céncer.
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4.6.3. Linea celular MDA-MB-468

A continuacion describiremos informacion topografica de la linea celular MDA-
MB-468 y la compararemos respecto a la linea normal MCF-10A asi como con las
demas lineas celulares. En la figura 4.15 se muestra la topografia superficial de la
célula recopilada por AFM 5!,

Comparada con la linea celular MCF-10A la cual tiene un coeficiente de rugosidad
media de 27.41, la linea MDA-MB-468 muestra claramente una superficie celular
altamente rugosa por lo que se puede relacionar, al igual que con las demas lineas
celulares, a la debilidad de su citoesqueleto y la agresividad de la célula de cancer
3] En la Figura 4.15 se muestra la topograffa superficial de la célula recopilada por

AFM.

g} Pamm

b Topografia
¥

Figura 4.15: Imédgenes de la superficie celular de la célula MDA-MB-468 obtenida
mediante AFM a una resolucién nanométrica. Se muestran (a) perfiles de altura

representativos, (b) datos brutos de topograffa de una exploracién (10 pm)>!.

Actualmente no existen valores numéricos de la rugosidad de la linea MDA-MB-
468 por lo que no es posible comparar este pardmetro de forma cuantitativa con las
demas lineas celulares.

La evidencia encontrada respecto al anélisis con AFM muestra como hay una dife-
rencia notable en la topografia superficial de cada una de estas células, y como todas
las lineas celulares de cancer de mama coinciden en mostrar una superficie totalmen-
te rugosa comparada con la linea normal MCF-10A, lo que se relaciona a procesos
bioquimicos y a la estructura de su citoesqueleto P2, También se mostré como la
linea normal MCF-10A presenta mayor elasticidad y viscosidad en comparaciéon con
lineas de cdncer de mama. Hasta este momento no se pudo recuperar bibliografia
cientifica que evidenciara el efecto de la radiacion en lineas celulares de mama nor-
males y de cancer de mama por medio de AFM.
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Conclusiones y Perspectivas

En esta revision se realizé una busqueda de informacion asociada a la caracteriza-
cion de las lineas celulares de cancer de mama de diferentes origenes étnicos asi como
su respuesta a la radiacién mediante espectroscopia Raman y Microscopia de Fuerza
Atémica. Esto permitié observar caracteristicas estructurales y biomecédnicas impor-
tantes como son la viscosidad, rugosidad, el médulo de Young asi como la similitud
que hay en la topografia de las distintas células de cancer de mama comparado
con la linea celular normal de mama; incluso perteneciendo al mismo origen étnico
en condiciones normales, asi como los cambios que sufren al exponerse a radiacién
ionizante.

Finalmente, este trabajo de revisiéon nos permitira avanzar en el conocimiento
biofisico de sistemas biolégicos enmarcados en cancer de mama. Sin embargo, no se
encontré informacién de todas las lineas celulares que se analizaron en este traba-
jo mediante AFM y espectroscopia Raman por lo que esto permite abrir un gran
area de investigacion de radiosensibilidad en células de cancer de mama asociado
al origen étnico. En este sentido, resulta necesario evaluar y comparar los efectos
bioquimicos y biomecéanicos de lineas celulares de distinto origen étnico expuestas a
dosis terapéuticas radiaciéon gamma.

Perspectivas

Este trabajo expone caracteristicas importantes respecto a los principales compo-
nentes y topografia de lineas celulares de cancer de mama obtenidas por medio de
bibliografia cientifica. El hecho de no encontrar evidencia del efecto de la radiacién
en las lineas de origen mexicano y afrodescendiente permite considerar la caracteri-
zacion respectiva por medio de espectroscopia Raman y AFM como un posible tema
de investigacion futuro.
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