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RESUMEN

Los diagnosticos clinicos de células provenientes del cuello uterino son muy
importantes debido a que es la segunda causa de cancer. En este estudio se
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evalla el potencial de la espectroscopia Raman para la deteccion de displasia,
la cual es un precursor del cancer. Las muestras colectadas de células
provenientes del cuello uterino fueron analizadas por patologia y al mismo
tiempo por espectroscopia Raman. Los métodos histolégicos tradicionales
requieren de reactivos y de una preparacion especial de la muestra, en cambio,
la espectroscopia Raman es una técnica optica que no requiere de reactivos
quimicos y nos proporciona informacion de la composicion bioquimica de la
muestra, de tal forma que las bandas Raman obtenidas de una sefial espectral
puede indicarnos la presencia de proteinas, aminoacidos y lipidos.

Palabras clave: Cuello uterino, displasia, cancer, histologicos, espectroscopia
Raman.

THE USE OF RAMAN SPECTROSCOPY FOR THE CHARACTERIZAT ION
OF DYSPLASIA FROM THE UTERINE CERVIX CELLS.

ABSTRACT

Clinical diagnosis from uterine cervix cells is so important, because it is the
second most common malignancy. This study evaluates the potential of Raman
spectroscopy for detection of dysplasia, a precursor to cervical cancer. In this
work the samples from uterine cervix cells were analized by pathology and at
the same time by Raman spectroscopy. Histological methods required chemical
reagents and a special sample preparation, Raman spectroscopy is an optical
technique that don’t need special chemical reagents, and provide information
about biochemical molecular composition of the samples, so the Raman
spectral obtained can contain multiples bands due to components such as
proteins, amino acids, carbohydrates and lipids.

Keywords: Uterine cervix, dysplasia, cancer, histological methods, Raman
Spectroscopy.

INTRODUCCION

El Cancer Cervicouterino (CaCu), constituye un importante problema de salud
publica en especial en los paises en desarrollo con un reporte anual de
510,000 casos [1]; su relevancia se encuentra envuelta en una triste paradoja:
figura como una de las principales causas de muerte aunque es totalmente
prevenible si se detecta oportunamente, el diagnéstico precoz es la
intervencidn sanitaria mas eficiente y costo-efectiva, con una sobrevida a 5
afios promedio de 91.5% de los casos de mujeres con cancer [2].



En México en el 2005, se reportaron 495,240 defunciones, y de estas los
tumores malignos ocupan el tercer lugar y el 13.3% corresponde al CaCu
impactando directamente en la poblacion femenina. Cada vez es mas comun
ver mujeres jovenes, de entre 20 y 30 afios, que padecen esta enfermedad [3-
4]. En el estado de San Luis Potosi para el afio 2005 se registré una tasa de
mortalidad ajustada de 19.3, con 116 muertes [4], es decir, muere 1 mujer por
CaCu cada tercer dia.

La infeccion por el virus del papiloma humano (VPH) es posiblemente una de
las infecciones mas prevalentes en el mundo, se ha reportado que el VPH
representa el 99.7% de los casos positivos de cancer cervicouterino, y estudios
nacionales han reportado que la presencia de VPH de alto riesgo aumenta 78
veces la probabilidad de presentar cancer cervicouterino [5].

El Virus del Papiloma Humano (VPH) es agente causal del CaCu, lo cual fue
establecido desde hace mas de 12 afios [6]. Hasta el presente, se han
reconocido mas de 90 tipos de VPH, de los cuales, 35 afectan las mucosas.
Estos pueden agruparse de acuerdo al riesgo oncogeénico en tipos de: alto
riesgo (AR) y bajo riesgo (BR). Estudios diferentes han demostrado que el
VPH-AR estd presente en mas del 99.7% de los carcinomas invasores
cervicales [7].

Existen mas de 100 tipos de VPH, 30 de los cuales infectan el tracto ano
genital femenino y masculino. Los tipos de VPH se clasifican en grupos
mucosos y cutaneos. Los del grupo mucoso se clasifican a su vez en tres
grupos, en base a su grado de asociacion con neoplasia del cérvix uterino:

A) Tipos no oncogénicos o de baja oncogenicidad (VPH-BO) 6 y 11,
asociados principalmente con verrugas o papilomas genitales; tipos de
oncogenicidad media (VPH-MO), 33, 35, 42, 43, 44, 51, 52, y 56, los
cuales se encuentran principalmente en lesiones cancerosas
premalignas y con menor frecuencia en cancer invasor; y

B) Tipos altamente oncogénicos (VPH-AO) 16, 18, 31, y 45, principalmente
asociados con lesiones cancerosas severas e invasoras [8-10].

Después de la exposicion a VPH, inicia una fase de incubacion que dura 3
meses en promedio (rango 2 semanas a 18 meses), 0 bien el virus puede
permanecer latente indefinidamente. Si se expresa la infeccion, ocurre una fase
de proliferacién activa que tarda de 3 a 6 meses, durante los cuales ocurre
crecimiento anormal de la capa basal del epitelio escamoso cervical,
replicacion del ADN viral en las capas medias, ensamble viral, y efectos
citopaticos en las capas superficiales. Esto se puede manifestar de diversas
formas: como areas de displasia, como presencia de DNA viral, y/o como
papilomas y condilomas. La mayoria de infecciones virales son transitorias, de
tal manera que cerca del 50% se resuelven a los 8 meses a 24 meses, y cerca
del 20% persisten o recurren.

Como resultado de este proceso, la union escamocolumnar de la zona de
transformacion del epitelio cervical sufre alteraciones citopaticas, tales como:
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koilocitosis, crecimiento nuclear, diskeratosis, multinucleacion, y NIC. Estas
lesiones pueden persistir, involucionar, o progresar a cancer invasor.

Varios estudios, demuestran que la infeccion por VPH-AO es un factor
etiolégico necesario, aunque no suficiente, de cancer cervical [10-12].
Actualmente se acepta que el VPH se encuentra en practicamente todos los
casos de cancer cervical.

El origen del cancer a nivel de tejido uterino es una enfermedad que se inicia
en el epitelio y en un periodo evolutivo de 10 afios se denomina fase preclinica
0 neoplasia intraepitelian cervical (NIC). Si esta etapa no es alterada en su
evolucion, pasa a lo que se denomina el cancer invasivo que es mas comun en
el epitelio escamoso entre el 85y 95% y en el epitelio columnar de un 5 al 14 %
[13]. Los virus oncogénicos, abren la doble hélice del genoma en los puentes
disulfuro e intercambian el contenido del ADN con la célula basal del epitelio
escamoso, el resultado es una célula con un contenido aneuploide de
cromosomas es lo que se denomina una célula neoplasica, es decir células
inmaduras, con gran capacidad proliferativa y que en cualquier momento,
dependiendo de la agresividad del clon celulary de la respuesta inmune del
huésped, puede localizarse, revertir espontdneamente por mecanismos
inmunologicos o producir ruptura de la membrana basal generando el cancer
invasivo [14].

En los ultimos afios se  ha presentado un notable incremento en el disefio e
implementacion de técnicas para la medicion de biosefales, las cuales han
permitido el estudio del comportamiento o evolucion de patologias en
algunos érganos del cuerpo humano.

Son diversos los métodos de diagnostico de precanceres de cuello uterino
utilizados a través del tiempo y ellos han estado ligados a los avances que se
han tenido sobre el conocimiento de la fisiopatologia, en la carcinogénesis del
cuello uterino.

CITOLOGIA. “La citologia vaginal fue introducida por Papanicolaou desde
1928, su contribucion fue honrada dandole el nombre de PAP, al
nuevo método para el diagnostico del cancer de cervical. Otros autores como el
patdlogo Rumano Babes y el ginecdlogo Italiano Viana, sugirieron el uso de la
citologia vaginal antes que el mismo Papanicolaou, la comunidad cientifica no
dié crédito por lo que los autores suspendieron los estudios, los que se
reiniciaron en 1939 mediante los extendidos vaginales realizados con el
ginecologo Herbert Traut, en 1943 publicaron sus hallazgos y conclusiones en
la famosa monografia titulada diagnéstico del cancer uterino por
extendido vaginal. La aplicacion de este método masivamente a la poblacion
ha disminuido en un 80% la mortalidad, sin embargo en nuestro medio las
bajas coberturas y las condiciones de pobreza de la poblacidén explican la alta
mortalidad por esta patologia” [15].



Actualmente se usa el sistema Bethesda para el diagndstico citolégico, que
hace énfasis en la descripcion morfoldgica y clasifica las lesiones escamosas
en LEI de bajo grado (LEI - BG), que comprende las lesiones por VPH y NIC |
y LEI de alto grado (LEI - AG), que abarca NIC Il y NIC 11l

COLPOSCOPIA. “La colposcopia fue introducida en 1925 por el

profesor Hinnselman, origen Aleman, esta es la parte clinica en el
analisis de las alteraciones epiteliales e invasivas  del cuello uterino. El
colposcopio es un microscopio de bajo poder, al cual se le ha adicionado

un filtro verde, para el analisis de los vasos del cuello uterino; este
procedimiento estima las alteraciones de los vasos terminales del cuello,
donde se reflejan desde una etapa muy temprana los cambios en los tejidos de
la neoplasia y valora la extension clinica de la lesién en el cuello uterino,
facilitando la toma de biopsia del sitio mas patologico con el fin de planear el
tratamiento de una manera individualizada” [15].

HISTOLOGIA. “La histologia se ha utilizado como el diagnéstico definitivo de
las lesiones cervicales y es indispensable para realizar el tratamiento y
seguimiento de las pacientes; ésta consiste en el andlisis microscopico de una
porcion de tejido que ha sido extraida bajo el examen colposcopico, en este
tejido se observa el epitelio y estroma, donde se ubican las diferentes
alteraciones que serviran para el diagnostico de las alteraciones patoldgicas.
Las lesiones intraepiteliales NIC se encuentran sélo en el epitelio y en un
periodo de 10 a 15 afios evolucionan en cancer invasivo, donde ya hay
compromiso del estroma” [15].

La utilizacion de sondas moleculares de ADN y la reaccion en cadena de
polimerasa (PCR) en muestras de frotis cervical e histicas constituyen los
meétodos de eleccion para confirmar el diagnostico y clasificar la infeccion. En
los ultimos afios se han venido desarrollando técnicas alternativas para la
medicion de muestras biologicas, como la caracterizacion de tumores [16], la
caracterizacion de bacterias y anticuerpos en soluciones acuosas por medio de
espectroscopias oOpticas [17-18]. Una de las técnicas de espectroscopia que ha
demostrado tener potencial para aplicaciones del area biomédica, es la
espectroscopia Raman [19], ya que es posible realizar mediciones sobre
muestras sélidas, liquidas o gaseosas, sin que estas requieran de reactivos
quimicos o de alguna preparacion especial [20-21]. Los espectros Raman de
muestras bioldgicas exhiben bandas bien definidas correspondientes a los
modos de vibracidn molecular, por lo que es posible realizar el analisis de
mezclas ya que cada especie molecular en la mezcla, exhibe un espectro
Raman caracteristico.

La espectroscopia Raman es una técnica fotdnica de alta resolucién que se
basa en hacer incidir un haz de luz monocromatico sobre la muestra a analizar,
una pequefia fraccibn de esta luz es dispersada inelasticamente
experimentando cambios en frecuencia, estos cambios son los que nos
proporcionan informacidon quimica y estructural de la muestra analizada. Es
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importante mencionar que la magnitud del desplazamiento Raman es
independiente de la longitud de onda de excitacion. Una ventaja importante de
la espectroscopia Raman es el hecho de que el agua no produce interferencias
y, por tanto es posible obtener espectros Raman de fluidos biolégicos [22].

OBJETIVO

Utilizar la espectroscopia Raman como una herramienta para la caracterizacion
de los cambios bioquimicos relacionados con la aparicion de displasias en
células provenientes del cuello uterino.

METODOLOGIA

Las muestras de tejido cervicouterino fueron colectadas de 10 pacientes que
acuden a la prueba de Papanicolaou del centro de salud de Ahualulco, N°100
de la jurisdiccion N° 111 perteneciente a Soledad d e Graciano Sanchez, San
Luis Potosi. Las muestras se procesaron en el laboratorio de patologia del
Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” de S.L.P. Se colectaron muestras
dobles por paciente, una para el andlisis de patologia y la otra para la medicion
con espectroscopia Raman, de las cuales los resultaros de Patologia arrojaron
8 como sanas y dos con un grado leve de displasia, las mismas muestras se
midieron con raman tomando 3 espectros por muestra, para asegurarse de la
repetitividad de la medicion.

Los espectros resultantes fueron procesados aplicando la linea base, quitando
ruido, y obteniendo un espectro promedio de los espectros con displasia y los
sanos. Se utilizd el software Origin version 8.0 y Mathlab 9.0 para el
procesamiento de las sefiales espectrales.

El equipo de espectroscopia Raman consiste en una fuente de Luz de
radiacion laser de 785nm a 300mW que es la que excita a la muestra, la luz
dispersada por la muestra es colectada por un espectrometro, donde las
frecuencias Raman son detectadas por una camara CCD de 256x1024 pixeles,
la cual convierte las sefales luminosas en sefales eléctricas, para ser
procesadas y finalmente observadas en una computadora, como se muestra en
la fotografia de la figura 1.



Figura 1. Sistema utilizado en la medicién con espectroscopia Raman

RESULTADOS

Los resultados de las mediciones fueron analizados por una comparacion
visual de los espectros Raman de las muestras sanas y con displasia, con la
idea de encontrar diferencias espectrales tales como desplazamientos Raman
diferentes, o bien cambios en intensidad, los cuales pueden estar
correlacionados con la presencia 0 ausencia de displasias.

La figura 2 muestra el espectro Raman promedio de las muestras sanas y las
muestras con displasia, en la cual podemos observar que existe diferencia en
la intensidad Raman, ya que no existen bandas Raman adicionales que se
observen en la comparacién de los espectros, en la banda centradas en la
regién 1144cm™ el espectro de la muestra con displasia es méas grande que la
muestra sana, estos resultados sugieren que la informacion contenida en el
espectro esta relacionada con los cambios de intensidad debido al incremento
de células.

Los resultados de citologia cervical muestran una relacion con los espectros
resultantes, ya que los espectros con displasia corresponden a los resultados
que arroja el laboratorio de patologia indicando cambios en el crecimiento
celular.
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Figura 2. Cambios en Intensidad Raman debido a cambios en concentracion de células.

En la figura 3 se muestra el espectro promedio de las muestras con displasia,
donde la frecuencia de 1144cm™ esté relacionada con el modo vibracional C-O,
y la de 1322cm™ con lipidos y proteinas [20].
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Figura 3. Espectro Raman promedio de las muestras con displasia.

En la tabla 1 se muestran los grupos funcionales asociados a las frecuencias
Raman encontradas.

Tabla 1. Asignaciones de los grupos funcionales a las frecuencias Raman.



FRECUENCIA
RAMAN (cm ™)

GRUPO FUNCIONAL
ASOCIADO A FRECEUNCA
RAMAN

REFERENCIA

1144

C-O (1300-1000cm™)

Norman B.Colthup, Introduction to
Infrared and Raman spectroscopy,
Academic Press, Inc. Tercera
Edicion.

1193

P-O (1100-830cm™)

Norman B.Colthup, Introduction to
Infrared and Raman spectroscopy,
Academic Press, Inc. Tercera
Edicion.

1322

(1291-1324cm™) Proteinas,
lipidos, acidos nucleicos

Kurt W.Short, Susan Carpenter,
Raman spectroscopy detects
biochemical changes, due to

proliferation in mammalian cell
cultures, Biophysical journal
volume 88, 2005 4274-4288.

1379

(1325-1424cm™)Proteinas,
lipidos

Kurt W.Short, Susan Carpenter,
Raman spectroscopy detects
biochemical changes, due to

proliferation in mammalian cell
cultures, Biophysical journal
volume 88, 2005 4274-4288.

987

900-500cm™)OH, NH y NH,
y

Norman B.Colthup, Introduction to
Infrared and Raman spectroscopy,
Academic Press, Inc. Tercera
Edicion.

CONCLUSIONES

Los espectros Raman analizados del cuello uterino nos proveen informacion de
los cambios bioquimicos, en donde la intensidad Raman de los espectros esta
relacionada con el crecimiento celular y las regiones espectrales obtenidas se
pueden asociar con la presencia de C-O, proteinas, OH, NH, lipidos y acidos
nucleicos; segun lo reportado en la literatura [19], en este estudio, la técnica de
espectroscopia Raman nos permitio identificar la presencia de displasias en
concordancia con los resultados obtenidos de la citologia cervical reportados
por el laboratorio de patologia.
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