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Introduccion

El cancer es, en realidad, un conjunto de enfermedades causada por dafios en el ADN o
la informacion genética de las células. Esta enfermedad puede iniciar en casi cualquier

parte del cuerpo, el cual esta formado por trillones de células [1].

En la célula se llevan a cabo innumerables procesos intra e intercelulares, algunos de los
cuales estan involucrados en el mantenimiento de la viabilidad celular. Normalmente, las
células humanas crecen y se dividen para formar nuevas células a medida que el cuerpo
las necesita, cuando estas células normales envejecen o se dafian, mueren, y células

nuevas las reemplazan [1].

No obstante, la pérdida o alteracion en la sefalizacion que le permite a la célula conocer
su estado de homeostasis puede desencadenar la disminucion de procesos de vital
importancia [1], llegando a causar un descontrol en la proliferacion celular, evadiendo
supresores de crecimiento, resistiendo la muerte celular, adquiriendo inmunidad
replicativa e induciendo la angiogénesis, siendo éstas algunas de las principales
caracteristicas del cancer [2]. Por tanto, el proceso de regulacion homeostatica celular se
anula, dando lugar a células cada vez mas anormales, causando que las células viejas o
dafiadas que deberian morir sobrevivan y provocando que se formen nuevas células
cuando éstas no son necesarias. Los procesos anteriormente mencionados dan inicio a
la transformacion celular que precede al cancer. Las células transformadas pueden
dividirse indefinidamente, llegando a generar masas celulares, las cuales se denominan

tumores [1].

Derivado de la importancia de una deteccion temprana de esta enfermedad para obtener
un tratamiento oportuno, asi como de la creciente poblacién femenina con diagnéstico de
cancer de mama [3], surge la necesidad del desarrollo de métodos de deteccién mas
sensibles. Valiéndose de lo anterior, la fisica atdmica y nuclear jugaron un papel
importante durante el siglo XX, desarrollando multiples instrumentos con el fin de obtener
un diagnostico médico apropiado con los minimos riesgos posibles [4]. La mayoria de
estas técnicas se han desarrollado independiente del uso que se les pueda dar; sin

embargo, han resultado ser beneficiosas para alcanzar dicho objetivo [4], [5] y [6].



Dentro de este basto campo de investigacion de la fisica aplicada a la medicina, también
llamada fisica médica [7], destaca por sus alcances y relevancia los métodos de radio-
diagnéstico, recayendo la utilidad de sus imagenes en el hecho de que éstas representan
diferentes propiedades de los tejidos, ya sea por la concentracion de sustancias
radiactivas (medicina nuclear), o bien, por su poder de atenuacion (rayos X) [8].

Entre las técnicas desarrolladas hasta la fecha, destacan los métodos de deteccion
modernos, los cuales van desde la mastografia (rayos x) hasta la resonancia magnética,
pasando por el ultrasonido y el examen clinico [9], y algunos mas se encuentran en vias
de desarrollo [10]. Estos estudios solamente funcionan para aportar informacién basica
del cancer, estando destinados Unicamente a sugerir la presencia de una masa anormal
en el tejido, su tamafio y caracteristicas generales. A pesar de ello, no van mas alla de
una deteccion simple sin categorizacion alguna que sugiera el tratamiento a seguir, el

tipo de tumor detectado o su grado de malignidad.

En este sentido, este proyecto se enfoca en la caracterizacion fisico-biologica de lineas
celulares de cancer de mama in vitro, con la finalidad de detectar algunas de las
macromoléculas potencialmente presentes en ellas, asi como evaluar la posibilidad de
diferenciar entre el subtipo de cancer al que pertenece y/o su grado de malignidad en el
rango electromagnético comprendido entre los 280 nm — 700 nm. Los resultados de este
proyecto permitirAn en un futuro, contribuir, mediante el desarrollo de nuevos
instrumentos, a satisfacer las demandas de los sistemas de salud, tanto publicos como

privados, en el ambito de la oncologia mamaria.

Este proyecto se llevo a cabo mediante una colaboracion entre el Centro de Investigacion
Biomédica de Oriente (CIBIOR), perteneciente al Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS), el Instituto Nacional de Astrofisica, Optica y Electronica (INAOE) y el Instituto

Tecnoldgico de Mérida.
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1. Marco teérico

2.1 El cancer de mama

El cancer de mama es una enfermedad en la que se desarrollan células malignas en
los tejidos de este 6rgano. La mama se compone de I6bulos y lobulillos conectados
mediante conductos, y esta enfermedad afecta a una o ambas, de las estructuras
mencionadas [3]. La glandula mamaria contiene 15 — 25 conductos lactiferos
localizados en el pezén. Estos se ramifican en ductos mas pequefios y finalizan en la
unidad lobular ductal terminal (I6bulo), que estd compuesta por un ducto terminal y
varios pequefios ductulos (o acinos) [11] (Figura 1).

Anatomia de la mama femenina
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Figura 1. Anatomia de la mama femenina. Este 6rgano se encuentra conformado por conductos lactiferos que
terminan en I6bulos.

Tomado de:
https://www.cancer.gov/espanol/publicaciones/diccionario/def/mama
A su vez, los I6bulos y conductos estan conformados de tejido epitelial dividido en dos
capas de células: una capa de células luminales, que es responsable de la sintesis y
la secrecidon de los componentes de la leche, y una capa de células mioepiteliales [12],

como se presenta en la Figura 2.
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Figura 2. Células de los conductos y I6bulos de la mama. Una capa de células epiteliales recubre
los ductos y I6bulos de la glandula mamaria.

Modificado de: [12].

Tejido epitelial

El epitelio es el tejido configurado por una o varias capas de células estrechamente
unidas entre si, formando laminas muy compactas, las cuales recubren todas las
superficies expuestas del organismo; asimismo constituyen el revestimiento interno de
las cavidades, 6rganos, conductos del cuerpo y la piel [13]. Los tejidos epiteliales
normales estan estructurados de manera similar. debajo de las capas de células
epiteliales en cada uno de estos tejidos se encuentra una membrana basal (también
llamada lamina basal); la cual separa las células epiteliales de la capa subyacente de

las células de tejido conectivo de soporte, denominada estroma [14] (Figura 3).

Los epitelios son de especial interés debido a que engendran los canceres humanos
mas comunes: los carcinomas. Entre los carcinomas se incluyen los tumores que
surgen de las capas de células epiteliales, como es el caso del cancer de mama o
carcinoma mamario [14]. A su vez, los carcinomas se dividen en dos grupos: los
carcinomas de células escamosas, los cuales surgen de las células epiteliales que
forman capas para sellar alguna cavidad o el canal que alinean y para proteger las
poblaciones de células subyacentes, y los adenocarcinomas, que son tumores
provenientes de células especializadas que secretan sustancias en conductos o

cavidades que recubren. El cancer de mama pertenece al segundo grupo [14].
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Special Characteristics of Epithelia
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Figura 3. Caracteristicas especiales del epitelio. El tejido epitelial cubre una superficie corporal o recubre una
cavidad corporal y esta presente en casi todas las glandulas.

Tomado de: https://antranik.org/basics-of-epithelial-tissue/

Historia natural del cancer de mama

El cancer se debe a fallas en los mecanismos que controlan el crecimiento y la
proliferacion celular. Durante el desarrollo normal y a través de la vida adulta,
intrincados sistemas de control genéticos regulan el balance entre el nacimiento y la
muerte celular en respuesta a sefales de crecimiento, de inhibicion del crecimiento y
de muerte [15].

La historia natural del cancer de mama implica la progresion de esta enfermedad
durante largos periodos a partir de ciertas lesiones benignas preexistentes,
comenzando con una hiperproliferacién en alguno de los ductos mamarios, con una
evolucion posterior a carcinomas in situ e invasivos, y finalmente a una enfermedad
metastasica, como se presenta en la Figura 4 [16] - [17]. La progresion del carcinoma
mamario se ha visto como un proceso de varios pasos, abarcando cambios
progresivos que parten del tejido epitelial normal seguido de una hiperplasia sin atipia,

es decir, una presencia alta de células normales [18] - [19].

Después, se encuentran las llamadas lesiones premalignas: hiperplasia ductal atipica
(ADH), hiperplasia lobular atipica (ALH), carcinoma ductal in situ (DCIS) y carcinoma
lobular in situ (LCIS) [17].
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Se denomina hiperplasia atipica a la alta presencia de células y que, ademas,
comienzan a adquirir un aspecto anormal (atipico). Por otro lado, el carcinoma in situ,
indica la presencia de demasiadas células que presentan caracteristicas cancerosas,

pero todavia se encuentran confinadas al interior del conducto [19].

Normal cells

Figura 4. Historia natural del cancer ductal de mama. El carcinoma mamario se desarrolla a través de diversos
pasos subsecuente que van de una alta presencia de células normales, las cuales van adquiriendo un aspecto
atipico dentro del conducto mamario, hasta salir de este para invadir y hacer metastasis.

Tomado de:
https://www.breastcancer.org/es/sintomas/tipos/cdis/diagnostico

En los carcinomas in situ, las células mioepiteliales estan alteradas de manera
epigenética y fenotipica, por lo cual su nimero disminuye potencialmente debido a la
degradacion de la membrana basal. Al mismo tiempo, aumenta el nimero de

fibroblastos estromales, miofibroblastos, linfocitos y células endoteliales [16].

Existen muchos tipos de lesiones benignas en el seno humano y so6lo unas pocas
parecen tener un potencial premaligno significativo. Sin embargo, todas estas lesiones
poseen algunas propiedades malignas, como una pérdida relativa del control del
crecimiento, pero carecen de la capacidad de invadir y hacer metastasis y, en este
sentido, son denominadas premalignas [17].
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No obstante, la pérdida de células mioepiteliales y de la membrana basal da como
resultado carcinomas invasivos, en los que las células tumorales pueden invadir los
tejidos circundantes y pueden migrar a érganos distantes, lo que finalmente conduce
a metastasis [16].

Estadificaciéon

La extension o la etapa del cancer en el momento del diagnostico es un factor clave
qgue define el prondstico y es un elemento critico para determinar el tratamiento
adecuado en funcion de la experiencia y los resultados de grupos de pacientes

anteriores con una etapa similar [20].

Ademas, es necesario realizar una estadificacion precisa para evaluar los resultados
de los tratamientos y los ensayos clinicos, facilitar el intercambio de informacion entre
los centros de tratamiento y servir de base para la investigacion clinica traslacional del
cancer. A nivel nacional e internacional, el acuerdo sobre la clasificacion de los casos
de cancer proporciona un método para transmitir claramente la experiencia clinica a

otros sin ambigUedad [20].

Existen diversos sistemas de estadificacion para llevar a cabo dicha tarea, sin embargo
el mas util clinicamente es el sistema de metastasis del nodo tumoral (TNM) mantenido
en colaboracion por el American Joint Committee on Cancer (AJCC) y la Union
Internacional para el Control del Cancer (UICC) [20]. El sistema TNM clasifica los
canceres por el tamafio y la extension del tumor primario (T), la afectacion de los
ganglios linfaticos regionales (N) y la presencia o ausencia de metastasis a distancia
(M), complementados en los ultimos afios por factores de prondstico no anatémicos
cuidadosamente seleccionados [20]. Para fines practicos, en esta tesis solamente se

presentaran los prondsticos anatomicos.

Con respecto a la determinacion del tamafio original de un tumor primario (T), se puede
medir en funcién de los hallazgos clinicos (exploracion fisica y modalidades de imagen
como mastografia, ecografia y resonancia magnética) y hallazgos patoldgicos

(mediciones generales y microscopicas) [20].
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El tamafio del tumor debe ser medido al mas cercano milimetro. Si el tamafio del tumor
es ligeramente menor o mayor que un valor de corte para una clasificacion T dada se
recomienda que el tamafio se redondee a la lectura milimétrica mas cercana al valor
de corte (Tablas 1-3) [20]. Una vez definida cada designacion (T, N y M) con sus
respectivas categorias, este sistema clasifica y agrupa segun las caracteristicas

clinicas y patolégicas del tumor, como se presenta en la Tabla 4 [20].

Tabla 1. Designaciones del tumor primario (T). [20]

Categoria Significado
TX Tumor primario no puede ser evaluado.
TO No hay evidencia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ.
Tis (DCIS) Carcinoma ductal in situ.
Tis (LCIS) Carcinoma lobular in situ.
Tis (Paget’s) Enfermedad de Paget del pezon.
T1 Tumor <20 mm en su mayor dimension.
Timi Tumor <1 mm en su mayor dimension.
Tla Tumor >1 mm pero <5 mm en su mayor dimension.
T1b Tumor >5mm pero <10 mm en su mayor dimension.
Tlc Tumor >10 mm pero <20 mm en su mayor dimension.
T2 Tumor >20 mm pero <50 mm en su mayor dimension.
T3 Tumor >50 mm en su mayor dimension.
4 Tumor de cualquier tamafio con extension directa a la

pared toracica y/o a la piel (ulceracion o nédulos cutaneos).
Nota: La invasion de la dermis sola no califica como T4.

Extension a la pared toracica, sin incluir solo la

T4a adherencia/invasion del musculo pectoral.

. Ulceracion y/o nodulos satélites ipsilaterales y/o edema
(incluido el peau d’orange) de la piel.

T4c T4ay T4b.

T4d Carcinoma inflamatorio.
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Tabla 2. Designaciones clinicas de los ganglios linfaticos regionales (N). [20]

Categoria
NX
NO

N1

N2

N2a

N2b

N3

N3a

N3b

N3c

Significado
Los ganglios linfaticos regionales no pueden ser evaluados.
No hay metastasis en los ganglios linfaticos regionales.
Metastasis a nivel ipsilateral movil |, Il ganglio(s) linfatico(s)
axilar(es).
Metastasis en los ganglios linfaticos ipsilaterales del nivel I, 1l que
estan clinicamente fijos 0 enmarafiados; o en ganglios mamarios
internos ipsilaterales detectados clinicamente en ausencia de
metastasis de ganglios linfaticos axilares clinicamente evidentes.
Metéastasis en los nddulos linfaticos ipsilaterales nivel I, 1l fijados

entre si (enmarafiados) o en otras estructuras.

Metéastasis solo en ganglios mamarios internos ipsilaterales
detectados clinicamente y en ausencia de metastasis en ganglios

linfaticos axilares de nivel I, Il clinicamente evidentes

Metéastasis en los ganglios linfaticos infraclaviculares (axilares de
nivel Ill) ipsilaterales con o sin afectacion ganglionar axilar de nivel
[, Il; o en ganglios linfaticos mamarios internos ipsilaterales
clinicamente detectados con metastasis en ganglios linfaticos
axilares de nivel I, Il clinicamente evidentes; o metastasis en los
ganglios linfaticos supraclaviculares ipsilaterales con o sin

afectacion de los ganglios linfaticos mamarios internos o axilares.

Metéastasis en los ganglios linfaticos infraclaviculares ipsilaterales.
Metastasis en los ganglios linfaticos mamarios internos
ipsilaterales y ganglios linfaticos axilares.

Metastasis en los ganglios linfaticos supraclaviculares

ipsilaterales.
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Categoria
MO

cMO(i+)

M1

Tabla 3. Designaciones de metastasis a distancia (M). [20]
Significado

No hay evidencia clinica o radiogréfica de metéstasis a distancia.

No hay evidencia clinica o radiogréfica de metéstasis a distancia,
pero depositos de células tumorales son detectados molecular o
microscépicamente en sangre circulante, médula ésea u otro tejido
nodal no regional que no sea mayor de 0.2 mm en un paciente sin

sintomas o signos de metastasis.

Metastasis detectables distantes segun lo determinado por los
medios clinicos y radiogréficos clasicos y/o histologicamente
comprobado mas de 0.2 mm.

Tabla 4. Etapas anatémicas/grupos prondéstico del cancer de mama. [20]

Etapa
0
A
IB

A

1B

A

B

T N M
Tis NO MO
T1* NO MO
TO N1 mi** MO
T1* N1 mi** MO
T0 N 1*** MO
T1* N 1*** MO
T2 NO MO
T2 N1 MO
T3 NO MO
TO N2 MO
T1* N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
Cualquier T N3 MO
Cualquier T Cualquier N M1
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*T1 incluye T1mi [20].

*N1mi forma parte de la clasificacion patologica de N (no se muestra en este documento). Denota
micrometastasis (mayores de 0.2 mm y/o mas de 200 células, pero ninguna mayor de 2.0 mm) [20].

*** | os tumores TO y T1 con micrometastasis nodales solo se excluyen de la Etapa llA y se clasifican
en la Etapa 1B [20].

Clasificacion inmunohistoquimica

A pesar del perfil clinico, histopatolégico o por estadio semejante, los tumores pueden
tener marcadas diferencias entre las respuestas (clinica y pronéstica del carcinoma)
gue se cree que son debidas a factores moleculares. Los avances en las técnicas
biolégicas moleculares han permitido la clasificacion molecular simplificada del cancer

de mama con un panel de biomarcadores por inmunohistoquimica (IHQ) [21].

El perfil inmunohistoquimico del cancer de mama depende de si expresan (+) 0 no
expresan (-) los biomarcadores por IHQ méas conocidos para su clasificacion, como el
receptor de estrogeno (RE), el receptor de progesterona (RP) y el receptor del factor
de crecimiento epidérmico humano tipo 2 (HER2), de esta manera es posible
agruparlos, como se presenta en la Figura 5. Los primeros dos biomarcadores (RE y

RP) provienen de un grupo mas general denominado receptores hormonales (RH) [21].

Cabe destacar que el subtipo Luminal B se divide, a su vez, en dos grupos que toman

en cuenta la presencia del HER2 [22]:

e Luminal B con HER2- (RE+/RP- 0 bajo con HER2-).
e Luminal B con HER2+ (RE+/cualquier RP con HER2+).

De esta forma quedan conformados los cinco subtipos del cancer de mama
presentados en [21], [22] vy [23]: (1) Luminal A, (2) Luminal B/[HER2-, (3) Luminal
B/HER2+, (4) HER2+y (5) Triple Negativo (TN). Este ultimo subtipo, el TN, tiene como
caracteristica primordial la falta de expresion de los tres receptores mencionados, de

ahi su nombre [21].
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Figura 5. Clasificacion inmunohistoquimica del cancer de mama. El perfil inmunohistoquimico del cancer de
mama se compone de cinco subtipos, los cuales dependen de la presencia (+) o ausencia (-) de
biomarcadores como el receptor a estrogenos (RE), el receptor de progesterona (RP) y el factor de
crecimiento epidérmico humano tipo 2 (HER2).

Tomado de: [21], [22] y [23].

Factores de riesgo

El factor de riesgo mas importante para sufrir de carcinoma de mama es ser mujer, la
relacion de cancer de mama entre hombres y mujeres es aproximadamente de 100 a
1 [3]. Ademas, se sabe que la incidencia de esta enfermedad se incrementa con la

edad, duplicandose aproximadamente cada 10 afios hasta la menopausia [24].

En la misma linea, el carcinoma de mama en mujeres mexicanas ocurre, en el 45.5%
de los casos, antes de los 50 afos, siendo el grupo de edad mas frecuentemente
afectado el comprendido entre los 40 — 49 afios. Esto contrasta con las mujeres de los
EE. UU., en donde la edad media a la que se presenta el cancer de mama es de 63
afos, asi como con las mujeres de los paises de Europa occidental, donde tres cuartas

partes de los casos se presentan en mujeres posmenopausicas [25].

El cancer de mama se asocia con el estado hormonal, y la evidencia disponible indica
gue el periodo de exposicion a estrogenos es un factor critico de la carcinogénesis en
mama [3]. Las mujeres que comienzan a menstruar a edades tempranas o que tienen

una menopausia tardia, tienen un mayor riesgo de desarrollar cAncer de mama [24].
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De esta manera, y como se indica en la Tabla 5, una menarca temprana, una
menopausia tardia, la nuliparidad y una edad avanzada al momento del primer
embarazo, aumentan la probabilidad de desarrollar cancer de mama durante toda la
vida [24]. No obstante, en [26] se sefiala que el primer embarazo y la lactancia antes
de los 25 afos induce la diferenciacion terminal de las células mamarias y tiene un

efecto protector contra el cancer.

Ademas, la incidencia ajustada por edad y la mortalidad por cancer de mama varian
hasta en un factor de cinco entre diversos paises. La diferencia entre el Lejano Oriente
y otros paises occidentales esta disminuyendo, pero todavia es cinco veces mayor.
Los estudios de migrantes de Jap6n a Hawai muestran que las tasas de cancer de
mama en los migrantes asumen la tasa del pais anfitrion después de una o dos
generaciones, lo que indica que los factores ambientales tienen una mayor importancia

gue los factores genéticos [24].

A pesar de ser una enfermedad que dafia la informacion genética de las células, el
cancer de mama sélo presenta evidencia de historia familiar en el 15% de los casos
[1], [3]. Ademas de la historia familiar, las mutaciones genéticas BRCA1 y BRCA2 (en
aproximadamente una de cada mil mujeres), polimorfismos genéticos asociados a la
sintesis de estrogenos y su metabolismo, son factores que determinan la prevalencia
de cancer mamario en una poblacion [3]. De esta manera, el riesgo para la mujer con
antecedentes familiares en primera linea (madre, hermana, hija) es 2 — 3 veces mayor

gue en la poblacién sin antecedentes familiares [3].

Asimismo, las mujeres con hiperplasia epitelial atipica grave tienen un riesgo de cuatro
a cinco veces mayor de desarrollar cancer mamario que las mujeres que no muestran
cambios proliferativos en su mama. Si las mujeres presentan este cambio proliferativo
de su seno y ademas tienen antecedentes familiares de cancer de mama en primera

linea, su riesgo se incrementa nueve veces [24].
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Tabla 5. Factores de riesgo establecidos y probables para el cancer de mama. [24]

Factor

Edad
Localizacion geogréfica
Edad de la menarca
Edad de la menopausia
Edad del primer

embarazo a término
Historia familiar

Antecedentes de
enfermedades benignas
Céancer en la otra mama

Grupo socio —
economico
Dieta
Peso corporal:
Premenopausica
Postmenopausica
Consumo de alcohol
Exposicién aradiacion
ionizante
Ingesta de hormonas:
Contraceptivos orales
Terapia hormonal de
reemplazo

Dietilestilbestrol

Riesgo

relativo

>10
5
3
2

4-5

>4

15

0.7

1.3

1.24

1.35

Grupo de alto riesgo

Mayores edades
Paises desarrollados
Menarca antes de los 11 afios

Menopausia después de los 54 afios
Primer hijo después de los 35 afios

Céancer de mama antes de la

menopausia en familiar de primer grado

Hiperplasia atipica

Grupos 1y Il (altos)

Alta ingesta de grasas saturadas
indice de masa corporal >35
indice de masa corporal >35

Ingesta excesiva
Exposicion anormal en mujeres
adolescentes
Uso frecuente

Uso por mas de 10 afios

Uso durante el embarazo
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Métodos clinicos para la deteccion del cancer de mama

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda la educacién sobre el cancer
de mama dirigida a sensibilizar a las mujeres sobre la importancia de conocer las
caracteristicas normales de sus mamas y demandar atencion médica si se descubre

alguna anormalidad [27].

En México, la NOM-041-SSA2-2011 [27], establece tres tipos de intervenciones
especificas para la deteccién del cancer de mama, que van dirigidos a la poblacion

femenina de acuerdo con su grupo de edad o vulnerabilidad, éstos son:

1. Autoexploracion: Es una técnica de deteccion del cancer mamario llevada a cabo

mediante una serie de pasos basados en la observacion y palpacion que hace la
mujer en sus propias mamas (Figura 6) [3].

En México [27], la autoexploracién se recomienda a partir de los 20 afios, sin
indicar la frecuencia con la que se debe realizar.

Otocate #ViveT ocate

“?. Realizate la AUTOEXPLORACION

i 0 &2

Con los brazos a los lados, vigila Observa si percibes algun cambio Con las manos sobre la cadera,

si se ha producido algun cambio en la forma del pecho, la textura mueve los hombros hacia las

en el tamano del pecho, la forma, o el color de la piel, pero con los mamas y comprueba que ambas
el color de la piel o la textura. brazos por detrés de la cabeza. reaccionan de la misma forma.

Q ¥
N s\ B\

Mueve lentamente los dedos con Mueve los dedos de arriba hacia Mueve los dedos hacia el pezén
movimientos circulares de forma abajo desde la axila hasta el y luego regresa hacia el borde
creciente. centro del pecho. con movimientos lentos.

Figura 6. Seis pasos de la autoexploracién mamaria. La técnica de autoexploracion consiste en la
observacion y palpacion que realizan las mujeres a sus propios senos.

Tomado de: http://www.tocate.org/6_pasos.php.
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No obstante, la Asociaciéon Estadounidense de Cancer (ACA) recomienda la
autoexploracion de la glandula mamaria de forma mensual a todas las mujeres a

partir de la menarca, sobre todo en las mayores de 20 afios [3].

Normalmente, la autoexploracion se emplea para el diagndstico temprano de la
enfermedad, con el fin de motivar la busqueda de atencion médica [27]. Incluso,
en [28] se concluye que las mujeres que realizan la autoexploracion de mama
son capaces de detectar lesiones de, cuando menos, 1 cmy de hasta 0.5 cm una
vez que han recibido capacitacion.

Examen clinico: El primer paso del examen clinico es el obtener una historia

clinica completa, y ésta debe incluir antecedentes importantes tales como el

estado hormonal y la historia familiar de cancer de mama [3].

Dado que se considera como una técnica de deteccion para el diagnéstico
temprano del carcinoma de mama, el examen clinico debe ser practicado de
forma anual, a partir de los 25 afios por personal de salud capacitado en la
exploracion de las mamas [27]. Asimismo, el examen clinico debe incluir una
exploracion fisica en que se observara la configuracién general y se palparan los
senos revisando también axilas y pezones [3]. Esta técnica es similar a la
autoexploracion, con la diferencia de que se lleva a cabo por personal médico o
de enfermeria capacitado [27]. Se ha encontrado que la exploracion fisica de la
mama permite una deteccion de hasta un 50% de lesiones no vistas en
mastografias, con un valor predictivo positivo de 73% y negativo de 87% [3], [29].
Por esta razén, el examen clinico se considera importante en el diagnostico del

cancer de mama palpable [29].

Mastografia: Este se ha convertido en el estandarte de oro de la deteccion del
cancer de mama. Una mastografia de escrutinio busca visualizar nédulos no
palpables (menores a 0.5 cm), calcificaciones, asimetrias en la densidad
mamaria y/o distorsién de la arquitectura de la glandula [3]. Los nédulos son
objetos que aparecen en las mastografias con densidad media y alta, se
confunden con el tejido glandular y sus contornos son indicadores de malignidad.

Por otro lado, las calcificaciones son acumulaciones cristalinas de calcio, de
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tamanos de cientos de micras, por lo cual nunca son palpables por su reducido
tamafo; su agrupacion y morfologia es indicador de malignidad. Sélo la
mastografia es capaz de detectar las calcificaciones [3]. No obstante, la imagen
mamografica solo permite visualizar estos indicadores, mientras que la
evaluacién de severidad de la lesion dependerd Unicamente del radidlogo

basandose en las caracteristicas de la imagen [3].

Con base en lo anterior y con el fin de estandarizar la evaluacion de riesgos vy el
control de calidad para las mastografias, asi como el proporcionar uniformidad
en los informes radiolégicos, el Colegio Estadounidense de Radiologia (ACR)
elaboré un sistema de datos y reportes llamado BIRADS (Breast Imaging
Reporting and Data System) [3].

Debido a que la mastografia es empleada para la identificacion en fase preclinica
del carcinoma mamario, en México [27] se recomienda la mastografia de tamizaje
en mujeres aparentemente sanas entre los 40 y 69 afos, cada dos afos. El
resultado de este estudio debe reportarse de acuerdo con la ultima clasificacion
de BIRADS disponible [27]. ElI BIRADS clasifica los estudios en siete categorias
bien definidas (desde un estudio “normal”, que solo requiere de seguimiento al
cabo de un ano, hasta uno “francamente maligno” que requiere biopsia) y se

sugiere su manejo posterior [3].

Cabe destacar que la mastografia de tamizaje no se recomienda en mujeres
menores de 40 afios [27], debido a la alta sensibilidad de la glandula mamaria a
la carcinogénesis asociada a la radiacion a edades tempranas [30]. Ademas de
presentar ciertas limitaciones en el analisis del tejido mamario denso al punto de
llegar a enmascarar un tumor subyacente [31] y que se ha sugerido que la
radiacion continua por la mastografia podria incluso incrementar el riesgo de

desarrollar cancer de mama [32]

Ademas de estos tres métodos de deteccion recomendados por la NOM-041 [27],

existe otro estudio de imagen comunmente usado, el cual es empleado clinicamente

como una herramienta de deteccidbn de cancer de mama complementaria a la

mastografia: el ultrasonido o ecografia [31].
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4. Ultrasonido: La ecografia juega un papel especifico en el procedimiento de
diagnéstico, ya que es particularmente util en la diferenciacion entre masas
quisticas y solidas. Igualmente, es mas sensible que las otras modalidades en el
diagnostico de la aparicion de una enfermedad mamaria [29].

Este estudio se usa con mas frecuencia para evaluar masas palpables y no
palpables que se han detectado durante la mastografia. Incluso, la ecografia
puede mostrar tumores malignos que no son visibles en la mastografia debido al
tejido denso circundante [33]. Ademas, se ha convertido en la principal modalidad
de imagen de mama entre mujeres jovenes, pacientes embarazadas o lactantes
[33]. Asimismo, se indica en pacientes con mastitis 0 abscesos, implantes

mamarios y como guia de procedimientos intervencionistas [27].

A pesar de lo anterior, el diagndéstico precoz del cancer con ultrasonido es todavia
muy dificil debido a las limitaciones de resolucion geométrica y al hecho de que
las microcalcificaciones no se pueden visualizar. Solamente el 60% de los
tumores de la mama con un diametro entre 6 mm y 10 mm pueden ser
correctamente diagnosticados con ultrasonido [29], dependiendo Unicamente de

la pericia del médico radidlogo.

2.2 Métodos actuales para la deteccion del cancer de mama

Las técnicas de deteccion del cancer son de alta importancia, ya que pueden ayudar
a identificar la presencia de la masa tumoral en un estadio temprano. Cuando se
detecta tejido anormal o cancer de forma temprana u oportuna, puede ser mas facil

tratarlo e incluso curarlo [1].
Mastografia

La mastografia es un diagrama de sombras de rayos X de la glandula mamaria
obtenida mediante un mastografo, el cual consiste basicamente en un tubo de rayos X
y un receptor de imagen montados en lados opuestos de un conjunto mecanico o
gantry que puede girarse para lograr la proyeccion radiografica deseada, como se

presenta en la Figura 7 [34].
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Figura 7. Diagrama esquematico de un mastégrafo. El mastdégrafo convencional utiliza pelicula radiografica como
receptor de imagen. En los equipos digitales, se emplea un detector electrénico.

Tomado de: [3].
El mastégrafo esta disefiado para permitir un facil examen del seno desde una
variedad de direcciones. Se coloca una rejilla antidispersion entre el soporte del pecho
y el receptor de imagen, aplicando una compresion firme en el seno utilizando una

placa de compresién de plastico [35].

La imagen se forma cuando la radiacion que sale del tubo de rayos X pasa a través de
un filtro metalico, el cual deja pasar un pequefio haz de luz casi puntual. Estos rayos
transmitidos irradian el seno, el cual se encuentra comprimido, para posteriormente
incidir en una “cuadricula” de antidispersion y luego golpean el receptor de imagen (la
placa radiografica en un mastégrafo convencional o el detector electrénico en un
equipo digital) y alli se forma una imagen latente que es hecha visible por un proceso

guimico (equipo analégico con pelicula) o electronico (digital) [3], [34].

La compresién del seno hace que los diferentes tejidos se extiendan, minimizando la
superposicion de diferentes planos vy, por lo tanto, mejorando la visibilidad de las
estructuras de la mama. Ademas, la compresién disminuye la proporcién de radiacion
dispersada, asi como la distancia hasta el receptor de imagen y de esta manera reduce

la falta de nitidez geométrica [34].
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La imagen obtenida es el resultado de la atenuacion diferencial de los rayos X a lo
largo de los caminos que pasan a través de las estructuras de la mama [34]. Por otro
lado, la informacion tridimensional de la ubicacién de la lesidén se logra gracias a la
obtencién de dos proyecciones para cada mama: una proyeccién craneo — caudal y
una proyeccioén medio — lateral — oblicua [3].

A pesar del uso estandarizado de esta técnica de deteccion, la mama representa un
verdadero reto para la obtencion de su imagen radiolégica debido a que esta
constituida por tejidos muy similares entre si y porque las lesiones buscadas por el
radiélogo como indicadores de la posible presencia de un tumor son muy pequefias o
muy parecidas al tejido normal [3].

Ultrasonido

El sonido, en cualquier descripcion, es simplemente la transferencia de energia
mecanica desde una fuente vibrante a través de un medio [36]. A su vez, en sentido
estricto, el ultrasonido es simplemente cualquier onda de sonido cuya frecuencia esta
por encima del limite de la audicidbn humana, que generalmente se considera que es
de 20 kHz [34].

Hace mucho tiempo se reconocio que los tejidos del cuerpo no son homogéneos y que
las sefales enviadas a ellos, como los pulsos de sonido de alta frecuencia, son
reflejadas y dispersadas por esos tejidos [34]. En esta linea, el ultrasonido de
diagndstico utiliza el principio de eco de pulso para construir una imagen bidimensional

de estructuras anatémicas [36].

Un transductor de ultrasonido contiene materiales piezoeléctricos dentro de la cara de
este, los cuales se contraen o expanden cuando se aplica un voltaje a través de ellos
[36]. De esta manera, un transductor piezoeléctrico convierte una sefial eléctrica
oscilante en una onda acustica, y viceversa [34]. Un pulso de sonido que sale del
transductor viajara hacia el paciente hasta que encuentre una interfaz “acustica”. En
tal interfaz, una proporcion de la energia del sonido se refleja de nuevo al transductor
y se detecta este flujo de ecos de retorno desde multiples objetivos que se reflejan y

dispersan a varias profundidades dentro del tejido (Figura 8) [36].
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Figura 8. Esquema de funcionamiento de un transductor de ultrasonido. Los cristales piezoeléctricos dentro del
transductor emiten una vibraciéon u onda sonora, la cual sera rebotada por los tejidos segln sus caracteristicas,
composicién y distancia al transductor.
Tomado de:
https://pilarmanchon.es/2017/08/16/como-funciona-un-equipo-de-ecografia/

La energia mecéanica transportada por cada eco se convierte en energia eléctrica por
los cristales piezoeléctricos dentro del transductor. A medida que la onda de presion
de un eco de retorno golpea la superficie del transductor, se registra un voltaje. La
magnitud de este voltaje se relaciona directamente con la cantidad de energia
transportada por el eco de retorno y determina el nivel de brillo almacenado desde esta
ubicacion. Si se conoce la velocidad del sonido y se mide el tiempo necesario para que

el eco regrese, se puede calcular la profundidad de la interfaz reflectante [36].

En términos simples, estos valores se almacenan en la memoria de la computadora
del equipo de ultrasonido como unica “linea de escaneo” de informacion; los valores
de voltaje se utilizan para determinar los niveles de brillo asignados a los puntos en
linea vertical en la imagen para representar las interfaces a las profundidades
correspondientes en el paciente. Al disparar pulsos de sonido en secuencias desde
multiples cristales adyacentes a través de la cara del transductor, se pueden generar
numerosas lineas de exploracion contiguas y se genera un “marco” de informacion de

brillo Unico para representar una seccion transversal anatémica bidimensional [36].

En el contexto de las imagenes del cuerpo humano, dado que la frecuenciay la longitud

de onda (y, por lo tanto, la resolucion) estan relacionadas de manera inversa, la
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frecuencia de sonido més baja utilizada es de alrededor de 1 MHz, con una tendencia
constante hacia las frecuencias mas altas para obtener una mejor resolucion. La
resolucion axial es aproximadamente de una longitud de onda, y en 1 MHz, la longitud
de onda es de 1.5 mm en la mayoria de los tejidos blandos, por lo que se debe ira 1.5

MHz para alcanzar una resolucién de 1 mm [34].

La atenuacion de las sefales ultras6nicas aumenta con la frecuencia en los tejidos
blandos, por lo que se debe hacer una compensacion entre la profundidad de
penetracion que debe lograrse para una aplicacion particular y la frecuencia mas alta

gue se puede usar [34].
Tomografia computarizada

La tomografia computarizada de rayos X (TC) es una técnica de imagen médica que

produce imagenes de planos transaxiales a través del cuerpo humano [37].

A diferencia de una radiografia convencional, que utiliza un tubo fijo de rayos X, un
escaner de TC adquiere las proyecciones electronicamente utilizando una serie lineal
de detectores de estado sélido y una fuente motorizada de rayos X que gira alrededor

del paciente gracias a una abertura en el interior del gantry (Figura 9) [37], [38].

Rotacién |

Anillo de detectores

Figura 9. Esquema de funcionamiento de un tomdgrafo de anillo completo. Solo la fuente de rayos X es rotada a
través de un anillo de detectores estacionario; las proyecciones son también en forma de abanico.

Modificado de: [39].
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Durante un escaneo por TC, el paciente permanece recostado en una cama que se
mueve lentamente a través del gantry, mientras que el tubo de rayos X gira alrededor
del paciente, disparando haces de rayos X estrechos (de 1 a 10 mm) a través del
cuerpo. Cuando los rayos X salen del paciente, son captados por los detectores y
transmitidos a una computadora [37], [38].

La tarea fundamental de los sistemas de TC es hacer un nimero extremadamente
grande (aproximadamente 500,000) de mediciones altamente precisas de transmision
de rayos X a través del paciente en una geometria controlada con precision [34].

A diferencia del detector de rayos X usado en radiografia (pelicula), los detectores de
rayos X en un escéaner de TC no producen directamente una imagen [37]. Cada vez
gue la fuente de rayos X completa toda una rotacion, la computadora del TC
reconstruye matematicamente las mediciones del corte elegido realizadas desde
muchas direcciones diferentes. Cuando se completa un corte, se almacena la imagen
y la cama motorizada se mueve incrementalmente hacia adelante en el gantry. El
proceso de escaneo por rayos X se repite para producir otro corte de imagen hasta

recolectar el numero deseado de cortes [37], [38].

Las imagenes resultantes son “mapas” tomograficos del coeficiente de atenuacién
lineal de rayos X [34]. Dicho coeficiente refleja la habilidad de un material para detener
fotones, y es directamente proporcional al nUmero atdmico del material y su densidad,

mientras que se relaciona inversamente con la energia [39].
Tomografia por emision de positrones

La tomografia por emision de positrones (PET) es una tecnologia de imagen nuclear,
no invasiva y altamente sensible que puede generar imagenes por radionuclidos
mediante el uso de trazadores radiomarcados que se inyectan en dosis no

farmacoldgicas [40] — [41].

PET es ideal para el monitoreo de eventos celulares/moleculares en una etapa
temprana del curso de una enfermedad, asi como durante la terapia farmacolégica o
de radiacién. Ademas, se puede utilizar para informacion prondstica e imagen para la

recurrencia de la enfermedad [40].
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PET puede considerarse como una camara que puede tomar imagenes de un tema de
interés y requiere un tiempo de exposicion de unos pocos segundos a varios minutos.
La camara no capta la luz visible, sino imagenes de rayos gamma de alta energia
provenientes de is6topos (también llamados radiondclidos) de vida corta (con vidas
medias que en la actualidad van de 2 a 110 minutos) [40] - [42].

Hay un gran namero de radionudclidos emisores de positrones disponibles, la mayoria
de los cuales son producidos por aceleradores. Algunos de los radionuclidos emisores
de positrones (electrones con carga positiva) usados con mayor frecuencia para
aplicaciones biolégicas son precisamente aquellos elementos que se encuentran
comunmente en las moléculas de interés biologico, como el oxigeno, el nitrégeno y el
carbono. Por lo tanto, en teoria, cualquier molécula biolégica puede marcarse con un
emisor de positrones mediante sustitucion directa, dando como resultado un
compuesto marcado con propiedades bioquimicas virtualmente idénticas al compuesto

nativo [41].

POSITRON-EMITTING
RADIONUCLIDE

\ 1. POSITRON EJECTED
® FROM NUCLEUS

511 keV V-ray
A

2. POSITRON SCATTERS
IN TISSUE AND LOSES

ENERGY
!
3. POSITRON COMBINES WITH AN
ELECTRON AND ANNIHILATES
PRODUCING TWO 511 keV
GAMMA RAYS 180° APART
K

511 keV T-ray

Figura 10. Resumen de la fisica subyacente a la tomografia por emision de positrones (PET). Un radiontdclido
emisor de positrones expulsa un positron del ndcleo a medida que se descompone. El positron viaja una corta
distancia en el tejido (generalmente unas décimas de mm), perdiendo energia a través de las interacciones con
los &tomos. Una vez que haya alcanzado las energias térmicas, el positrén se combinara con un electrén en el
tejido y se aniquilard, produciendo simultdneamente dos rayos gamma de 511 keV que se emiten con una
separacion de 180°.

Tomado de: [41].
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Al ser inestables, los is6topos se desintegran a través de la emisién de positrones
desde su nucleo, los cuales colisionan con un electrén cercano luego de recorrer una
corta distancia en un tejido (unos pocos milimetros) y luego son aniquilados entre si
para producir energia en forma de rayos gamma de 511 keV, que se emiten en
direcciones separadas por 180°, como se presenta en la Figura 10 [40] - [41] y [43].
Estos rayos gamma de alta energia tienen una longitud de trayectoria promedio de
aproximadamente 10 cm en el tejido antes de que se dispersen o absorban y, por lo
tanto, tienen una alta probabilidad de escapar del cuerpo. Si ambos rayos gamma
pueden detectarse externamente y localizarse en el espacio, esto forma un evento de
“coincidencia” valido y determina una linea que pasa a través del objeto que intersecta

la posicion en la que tuvo lugar la aniquilacion electron — positrén (Figura 11) [41].

True
Figura 11. Evento de verdadera coincidencia para un sistema PET de anillo completo. Una verdadera coincidencia
es un evento que se deriva de una aniquilacién de positrones y electrones. Los dos fotones de aniquilacion llegan
a los detectores en lados opuestos del tomédgrafo sin interactuar significativamente con los atomos circundantes y
se registran dentro de la ventana de tiempo de coincidencia.
Modificado de: [44].

Una exploracion PET consiste en la recopilacion de un gran nimero de estos eventos
de coincidencia. Usando métodos de reconstruccion matematica y factores de
correccién apropiados para fendmenos como la atenuacion de rayos gamma y la
dispersion, es posible calcular imagenes de corte transversal tridimensionales que
pueden ser reconstruidas por una computadora para mostrar la concentracion y la
ubicacion del marcador de interés, lo cual es ideal para la obtencion de imagenes
preclinicas y clinicas de la biologia del cancer, en contraste con los enfoques
anatémicos [40] — [41] y [44].
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Imagen de Resonancia Magnética

La Resonancia Magnética (RM) explota la existencia de un magnetismo nuclear
inducido en el paciente utilizando las propiedades magnéticas naturales del cuerpo
para producir imagenes detalladas desde cualquier parte de este debido a su alto
contenido de agua [34], [45]. Para fines de obtencion de imagenes, la RM utiliza imanes
fuertes y sefiales de radiofrecuencia de baja energia para recopilar informacion de
ciertos nucleos atomicos [46].

Todos los nucleos atémicos consisten en protones y neutrones, con una carga neta
positiva. Ciertos nlcleos atémicos, como el nucleo de hidrégeno, 'H, o el nicleo de
fosforo, 3P, poseen una propiedad conocida como "spin”, que depende del nimero de
protones. Esto puede concebirse como el nucleo girando alrededor de su propio eje,
aunque esta es una analogia matematica. El nicleo en si no gira en el sentido clasico,
pero en virtud de sus partes constituyentes induce un momento magnético, generando
un campo magnético local con los polos norte y sur. La descripcion de la mecéanica
cuantica de este iman dipolar es analoga a la mecanica clasica de los objetos
giratorios. El dipolo en si es analogo a una barra magnética, con los polos magnéticos

alineados a lo largo de su eje de rotacion [47].

De lo anterior, los materiales con un nimero impar de protones o neutrones, como el
hidrogeno, poseen un momento magnético nuclear débil pero observable [34]. El
nucleo de hidrégeno (un solo proton) se utiliza debido a su abundancia en agua (H20)

y grasa, constituyendo aproximadamente el 60% del peso corporal [43], [45].

En circunstancias normales, el momento magnético de los protones de hidrégeno en
el cuerpo se encuentran alineados al azar, sin embargo, cuando el cuerpo se coloca
en un campo magnético estatico, como un escaner de RM, todos los ejes de los
protones se alinean, como se presenta en la Figura 12. Esta alineacion uniforme crea
un vector magnético orientado a lo largo del eje del escaner de RM. El momento
magnético del atomo gira a su alrededor como un diminuto giroscopio en la frecuencia
de Larmor (Figura 13), que es directamente proporcional a la intensidad del campo

magnético, el cual generalmente oscilaentre 0.5 Ty 1.5 T [43], [45].
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Figura 12. Atomos de hidrédgeno en la resonancia magnética. (A) Sin un campo magnético, los momentos
magnéticos de los nucleos se distribuyen al azar y, por lo tanto, el factor de magnetizacién neto es cero.
(B) Cuando hay un fuerte campo magnético externo, los nlcleos giratorios se alinean en paralelo o
antiparalelo al campo externo con algunos mas paralelos que antiparalelo. Esto resulta en un vector de
magnetizacion neta paralelo al campo magnético externo.

Tomado de: [46].
Para obtener imagenes, se necesita un campo de rotacion de radiofrecuencia (RF) en
un plano perpendicular al campo estatico, provocando que el vector magnético se
desvie. La frecuencia de este campo es idéntica a la frecuencia de Larmor, induciendo
gue los nucleos de hidrégeno resuenen y una vez que el atomo se excita (aumenta la
precesion), el campo aplicado se apaga y el momento magnético original decae al
equilibrio y emite una sefial (también en onda de radio). Es esta sefial la que se utiliza

para crear las imagenes de RM [43], [45].

A Orientation

N
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Figura 13. Precesion de los atomos de hidrogeno. Con mas detalle, los nacleos individuales giran alrededor de
sus propios ejes y se bambolean alrededor de la direccién del campo magnético externo.

Modificado de: [46].
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Las bobinas receptoras se colocan alrededor de la parte del cuerpo en cuestion para
actuar como antenas para mejorar la deteccion de la sefial emitida. La intensidad de
la sefial recibida luego se grafica en una escala de grises y se construyen imagenes
se seccion transversal. Cabe destacar que se pueden usar multiples pulsos de
radiofrecuencia transmitidos en secuencia para enfatizar tejidos particulares o
anomalias. Se produce énfasis diferente porque los tejidos distintos se relajan a
diferentes velocidades cuando se apaga el pulso de RF transmitido [45].

Comparacion del rendimiento de diferentes técnicas de deteccion del cancer de

mama

Hoy en dia la técnica estandar para la deteccién del cAncer de mama es la mastografia,
demostrando ser eficaz para detectar carcinomas mamarios tanto clinicamente ocultos
como palpables. No obstante, se ha demostrado que incluso esta técnica de deteccion
puede pasar por alto una pequefia cantidad de neoplasias, llegando a presentar un
indice de fracaso que va de un 4% - 34% [10], [48]. Ademas, la radiacion ionizante
puede representar un riesgo para la salud e incluso aumentar las posibilidades de
desarrollar cancer [30], [49], [50].

Con respecto a la auto exploracion y al examen clinico, los otros dos métodos de
deteccion recomendados en México [27], el pronostico no es mas alentador, ya que en
[28] se concluye que las mujeres son capaces de detectar lesiones de, al menos 1 cm
y de hasta 0.5 cm una vez que han recibido capacitaciéon. Esto puede parecer
alentador, sin embargo si se toma en cuenta que una célula cancerosa se duplica cada
100 — 300 dias y que una neoplasia de mama de 1 cm realiza cerca de 30
duplicaciones antes de alcanzar ese tamafio, se sugiere que un tumor de ese tamafio
tiene, como minimo, siete afios de evolucion [3]. En consecuencia, la mayor parte de

las mujeres correspondieron a estadios avanzados del tumor [51].

Técnicas de deteccion alternativas como el ultrasonido, presentan una tasa de falsos
negativos del 17% [48]. Por otro lado, la RM a pesar de demostrar una alta sensibilidad,
gue compensa su alto costo, carece de especificidad en el diagnéstico del cancer de
mama, lo que puede llevar a un diagnéstico excesivo [10], [52], [53]. En la Tabla 6 se

presentan los resultados de la comparacion entre distintos métodos de deteccion [48].
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Tabla 6. Comparacion del rendimiento de diferentes técnicas de deteccion del cancer de mama.

Modalidad

Mastografia

Mastografiay
examen clinico

Examen clinico

Ultrasonido

Mastografiay
ultrasonido

Mastografia,
examen clinicoy
ultrasonido

Resonancia
magnética (RM)

Mastografia,
examen clinico y
RM

67.8%
(120/177)

77.4%
(137/177)

50.3%
(89/177)

83.0%
(147/177)

91.5%
(162/177)

93.2%
(165/177)

94.4%
(167/177)

99.4%
(176/177)

Tomado de: [48].

Sensibilidad Especificidad

75%
(61/81)

72%
(58/81)

92%
(75/81)

34%
(28/81)

23%
(19/81)

22%
(18/81)

26%
(21/81)

7%
(6/81)

Valor Predictivo
Positivo

85.7%
(120/140)

85.6%
(137/160)

94%
(89/95)

73.5%
(147/200)

72.3%
(162/224)

72.4%
(165/228)

73.6%
(167/227)

70.1%
(176/251)

La Tabla 6 evalla cuatro parametros de las modalidades de deteccion:

Exactitud

70.2%
(181/258)

75.6%
(195/258)

63.6%
(164/258)

67.8%
(175/258)

70.2%
(181/258)

70.9%
(183/258)

72.9%
(188/258)

70.5%
(182/258)

1. Sensibilidad: Proporcién de tumores malignos detectados con respecto al

namero total de pacientes con tumores malignos [10].

2. Especificidad: Proporcion de tumores benignos clasificados correctamente con

respecto al niumero total de pacientes con tumores benignos [10].

3. Valor predictivo positivo: Proporcion del nimero de pacientes diagnosticados

correctamente para tener tumores malignos con respecto a la suma del total de

pacientes con tumores malignos correctamente diagnosticados mas el total de

pacientes con tumores benignos incorrectamente diagnosticados como

malignos [10].
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4. Precision: Proporcion del nimero de pacientes diagnosticados correctamente,
ya sea que tengan tumores benignos o malignos, con respecto al nimero total

de pacientes [10].

La modalidad que presenta una mayor sensibilidad es una combinacion entre la
mastografia, el examen clinico y la RM con el 99.4%. Sin embargo, en este caso la
especificidad se redujo a solamente un 7%. La precisibn maxima de cualquier

modalidad fue del 75.6%, es decir, uno de cada cuatro diagndsticos es incorrecto [48].

Por lo tanto, una combinacion de las modalidades de deteccion actuales no es
suficiente para mejorar la precision, reducir el costo, aumentar la seguridad y reducir

la incomodidad de la deteccién del cancer de mama [10].

2.3 Métodos emergentes para la deteccion de cancer de mama

En los ultimos afios, las limitaciones mencionadas anteriormente han motivado a los
investigadores a desarrollar nuevas técnicas de deteccion alternativas
sustancialmente deferentes a las actuales. En particular, las técnicas de deteccion

electromagnética (EM) han estado recibiendo un interés creciente [10].

La diferencia 6ptica no es sorprendente porque los tejidos cancerosos manifiestan
cambios arquitectonicos significativos a nivel celular y subcelular, y los componentes
celulares que causan la dispersion elastica tienen dimensiones tipicamente del orden
de longitudes de onda visibles a casi infrarrojo. Algunos tumores estan asociados con
la vascularizacion, donde la sangre causa un aumento de la absorciéon de luz. El uso
de agentes de contraste Optico también puede ser explotado para mejorar el contraste
optico entre tejidos normales y anormales. Debido a que la informacién Optica esta
determinada por las conformaciones moleculares de los tejidos biologicos, se espera
gue las imagenes oOpticas proporcionen firmas sensibles para la deteccion y el control

tempranos del cancer [43].
Imagen de Microondas
Las imagenes de microondas del cancer de mama han recibido una gran atencién

Gltimamente. La principal motivacién fue la hipo6tesis de que las propiedades eléctricas,
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como la permitividad y la conductividad, de los tumores malignos del tejido tisular
difieren significativamente de las del tejido mamario normal. En [54] se determind que
la permitividad eléctrica del tumor es de cinco veces mayor a la del tejido mamario
normal circundante, mientras que la conductividad es hasta 10 veces mayor. Por lo
tanto, cuando se ejerce una onda incidente, el tejido canceroso se dispersara de

manera diferente, lo que indica su presencia [10].

Ademas, las frecuencias de microondas son no ionizantes y muestran una penetracion
razonable en el tejido mamario, aunque con una resolucion de moderada a baja. En
las imagenes de microondas, los sensores son las antenas transmisora y receptora.
Las antenas transmisoras iluminan el seno con sefiales de microondas y las antenas
receptoras recogen las sefales esparcidas desde el seno. Las imagenes de
microondas han empleado pocos ensayos clinicos y se ha podido detectar tumores
con un tamafo minimo de entre 5 mmy 10 mm, con una precision preliminar del 80%
al 90% [10], [55].

Tomografia de Impedancia Eléctrica

El escaneo de impedancia eléctrica es una técnica de imagenes in vivo no invasiva
gue se basa en los diferentes valores de conductividad eléctrica y capacitancia de los
tejidos malignos y normales [56]. En la tomografia de impedancia eléctrica (EIT), se
crea una reconstruccion 2D o 3D de la impedancia de la mama en el rango de
frecuencia de 100 Hz a 1 MHz. Este es el rango de frecuencia mas bajo que se ha

empleado en la técnica de imagenes de microondas [10].

Para fines de la adquisicion de la sefial, los electrodos de superficie mas comiunmente
empleados son los de plata/cloruro de plata (Ag/AgCl) [57], o bien, un conjunto de
electrodos radiotransparentes [58]. Debido a que dichos sensores estan en contacto
directo con el seno, los experimentos EIT se pueden realizar de dos maneras que son
fundamentalmente equivalentes. Se puede aplicar una corriente a los electrodos,
midiendo los voltajes resultantes, en cuyo caso se calcula la reconstruccién en
términos del mapa de Neumann a Dirichlet (NtD). Alternativamente, se puede aplicar
un voltaje y medir las corrientes resultantes, en cuyo caso se considera el mapa de
Dirichlet a Neumann (DtN) [59].
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Mediante la aplicacién de algoritmos de reconstruccién adecuados, la impedancia de
la mama podria reconstruirse utilizando las corrientes aplicadas y los voltajes medidos.
Debido a las diferencias entre la permitividad y la conductividad del tejido canceroso y
sano en el rango de frecuencia inferior a 1 MHz, las regiones tumorales tienen

diferentes impedancias complejas en comparacion con el tejido sano circundante [10].
Tomografia de Optica Difusa

La tomografia de Optica difusa (DOT) en el infrarrojo cercano (NIR) es una modalidad
de imagen emergente con una aplicacion potencial en radiologia, se define como el
uso de la luz para obtener imagenes de las propiedades épticas del interior de la
mama. En comparacién con otras modalidades de deteccion de cancer de mama, la
DOT usa longitudes de onda en el rango NIR, que van de ~ 650 nm a 1,000 nm. La
absorcion de la luz en estas longitudes de onda es minima, lo que permite una
penetracion suficiente del tejido (hasta 15 cm) en laimagen mamaria. El diametro tipico
de los senos varia entre los 5 cm y 10 cm, por lo que la imagen DOT en senos de
mayor tamafio podria presentar errores [10], [60]. La DOT normalmente muestra un

tamafo minimo de deteccion de 5 mm — 10 mm, con una precision del 85% - 90% [55].

En la mastografia, los fotones de rayos X incidentes viajan a través del seno en linea
recta; sin embargo, en la DOT, los fotones NIR experimentan dispersiéon multiple a
medida que se propagan a través del seno. La longitud media del trayecto es del orden
de 1 mm en DOT, por lo tanto, dentro de unos pocos milimetros, las direcciones de los
fotones son aleatorias similares a las particulas de difusion. En este rango de
frecuencia, la propagacion de la luz a través del tejido biolégico se puede aproximar
con una precision razonable utilizando la ecuacién de difusion, dando el nombre de

tomografia de 6ptica difusa [10].

En la DOT, las propiedades oOpticas de los tejidos bioldgicos, principalmente la
absorcion y los coeficientes de dispersion, se reconstruyen en diferentes lugares del
seno. El coeficiente de absorcion en cada pixel surge de la suma de la absorcion de
los diferentes croméforos o colorantes en cada pixel. Por lo tanto, la concentracion de
cada cromoforo en cada pixel se puede reconstruir utilizando el coeficiente de

absorcién [10].
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Los principales cromdforos reconstruidos a partir del coeficiente de absorcion son la
oxihemoglobina, desoxihemoglobinay el agua. La hemoglobina es el principal portador
de oxigeno en la sangre. Es por ello por lo que, una concentracion elevada de
hemoglobina oxidada o desoxidada, indicada en el coeficiente de absorcion, implica
un aumento en la vasculatura de la sangre asociada con la angiogénesis de un tumor
maligno, es decir, la dependencia de las células cancerosas a un suministro adecuado
de oxigeno y nutrientes. Debido a la elevada actividad de los tumores malignos, su
demanda de oxigeno generalmente excede el suministro disponible. Por lo tanto, la
presencia de una regién con bajos niveles de saturacion de oxigeno sugiere la
presencia de tejido canceroso, asi como su actividad metabdlica y su nivel de

angiogénesis [10], [61].
Radiometria de Microondas

La radiometria es una técnica pasiva, la cual consiste en medir la energia EM
considerada radiacion térmica, que es emitida por el propio cuerpo humano de forma
natural. Cualquier cuerpo sobre el cual cae radiaciéon EM puede transmitir, absorber o
reflejar toda la radiacion o energia incidente. En esta linea, el cuerpo humano emite
radiacion térmica a frecuencias de microondas, lo cual permite dirigir la radiometria a

la deteccion temprana y al diagnostico del cancer de mama [62].

Como se menciond anteriormente, los tumores requieren de un suministro de oxigeno
continuo que satisfacen por medio de la angiogénesis, esto a su vez aumenta la
perfusion sanguinea del tumor provocando un aumento en su temperatura, de 1 °C a

3 °C, con respecto al tejido circundante [61] — [63].

En radiometria de microondas, el sensor es una antena que detecta la radiacion
emitida. Esta antena se puede colocar directamente en el seno o lejos del seno, por lo
tanto, la radiometria de microondas puede ser una técnica de contacto o sin contacto.
Sin embargo, en la mayoria de los casos, la antena se coloca en contacto directo con
la mama para mejorar la sensibilidad y reducir el desajuste causado por la capa de

aire entre la antena y la mama [10].
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Deteccion de Biopotenciales

También conocida como prueba de biocampo, se basa en el andlisis de los potenciales
eléctricos generados por la divisidén celular rapida e irregular asociada con el cancer.
Ademas, la medicion de biopotenciales no es invasiva y no expone al paciente a la
radiacion ionizante [64], [65], [66].

Las células epiteliales normales se encuentran polarizadas eléctricamente por un
gradiente i6nico a través de la membrana celular. A medida que las células epiteliales
se dividen, aumenta el transporte de iones (principalmente K*y Na*) a través de la
membrana celular, lo que resulta en una despolarizacién eléctrica. Cuando las células
epiteliales en ciertas areas de la mama se dividen mas rapidamente, como durante la
carcinogénesis, se produce una zona de despolarizacion relativa que puede producir
un potencial eléctrico diferencial en la superficie de la piel. Estos diferenciales, que se
transmiten a la superficie mamaria mediante la conduccion del volumen, se pueden
medir utilizando una serie sensores y dispositivos de medicion especialmente
disefiados que se colocan en los senos (Figura 14) [64], [65].
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Figura 14. Arreglo de electrodos empleado en la deteccion de biopotenciales. Ejemplo de la disposicion de
sensores utilizada en el paciente durante la prueba del sistema de diagndéstico de biocampo, asumiendo
gue la lesion sospechosa esté en el cuadrante superior externo (centro derecho) del seno derecho.

Tomado de: [65].
Cabe destacar que los electrodos empleados para la deteccion del cancer de mama
han sido optimizados, asi como la crema conductora para compensar el cloruro de
sodio de la piel [10].
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Deteccion Biomagnética

La deteccion biomagnética se realiza empleando un dispositivo superconductor de
interferencia cuantica (SQUID) [67], [68], [69]. Dicho dispositivo, es capaz de detectar
la actividad magnética espontanea causada por los movimientos idnicos a través de la
membrana plasmatica de cualquier tejido vivo, incluido el seno femenino, a pesar de
ser extremadamente débil (es aproximadamente 10 del campo magnético de la Tierra
gue es equivalente a 50 uT) [67].

Por otro lado, en [68] se sugiere el uso de nanoparticulas inyectables recubiertas con
agentes que se unan especificamente a ciertos tipos de células o estructuras internas
(se sobreexpresan para estos objetos), las cuales serian libres de circular por el cuerpo
sin aglomerarse hasta que encuentran su objetivo. Estas nanoparticulas magnéticas
con caracteristicas especiales (las particulas mas comunmente usadas contienen
magnetita (FezOs4) 0 maghemita (Fe2O3)) se comportan como particulas
paramagnéticas libres en una solucion sin atraerse entre si, pero cuando se aplica un
campo externo, sus grandes momentos ferromagnéticos intrinsecos les permiten

polarizarse facilmente.

En este punto, se alinean con el campo y muestran un campo tipico de material
ferromagnético. Cuando el campo se apaga, las nanoparticulas exhiben un campo
magnético en descomposicion, el campo de remanencia. La magnitud del campo de
remanencia depende en gran medida de las caracteristicas magnéticas y la
distribucion de los didmetros de las nanoparticulas. Se puede aprovechar este
comportamiento para obtener imagenes in vivo de cancer, tumores u otras dianas

fisiol6gicas especificas [68].
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2. Justificacion

Segun el Global Cancer Observatory [70], el carcinoma mamario causa mas de 600,000
muertes anuales a nivel mundial. Ademéas, mas de dos millones de mujeres son
diagnosticadas con esta enfermedad en todo el mundo cada afio, estableciendo como
uno de los méas grandes retos para los sistemas de salud a su deteccion para un

tratamiento oportuno.

Actualmente, en México, la NOM — 041 — SSA2 - 2011 [27] determina tres tipos de
intervencion especifica para la deteccion de cancer de mama: la autoexploracion, el
examen clinico y la mastografia. Ademés, esta misma norma [27], establece al
ultrasonido y a la resonancia magnética como estudios de imagen adicionales para el

seguimiento de la enfermedad, segun la edad y la disponibilidad del recurso.

El uso conjunto de los diferentes métodos de deteccion mencionados aumentan la
probabilidad de un diagnostico oportuno. Al respecto, en [10] se sugiere que la
mastografia y el examen clinico sean la mejor combinacion con un 75.6% de exactitud.
Lo anterior significa que aproximadamente uno de cada cuatro diagndésticos de cancer de
mama realizado utilizando estas dos técnicas es incorrecto. Por lo tanto, es necesario
encontrar métodos de deteccidon mas exactos y sensibles que permitan reducir el costo y
la seguridad del diagndstico, asi como reducir la incomodidad durante la deteccion del

cancer de mama [10].

Con el fin de estudiar alternativas mas eficientes para el diagnostico temprano del
carcinoma mamario, esta investigacion se ha enfocado en la posibilidad de utilizar la
radiacion electromagnética en el rango UV-Visible, una parte del espectro que no se ha
estudiado con anterioridad en ningun otro tipo de cancer, para identificar componentes

intracelulares de células cancerosas que permitan diferenciarlas de células sanas.
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3. Hipotesis

Las lineas celulares de cancer de mama absorben de forma diferente una onda incidente
en el rango de los 280 nm — 700 nm, con respecto a las lineas celulares epiteliales

mamarias no tumorigénicas, de acuerdo con sus caracteristicas de malignidad.
4.0bjetivos

4.1. Objetivo General

Evaluar la factibilidad de detectar cambios espectrales en el rango electromagnético
comprendido entre 280 nmy 700 nm en lineas celulares de cancer de mama, segun

su grado de malignidad.

4.2. Objetivos Especificos

e Caracterizar el espectrofotometro para conocer las variaciones propias del
instrumento.

e Elaborar un programa informatico que permita analizar las mediciones
espectrales de las lineas celulares de cancer de mama.

e Comparar las diferencias espectrales de las lineas celulares de cancer de
mama segun sus caracteristicas de malignidad.

e Analizar las diferencias espectrales entre distintas lineas celulares de cancer

de mama.

45



5. Metodologia

En el presente apartado se explica el disefio experimental abordando el procedimiento
empleado, desde la caracterizacion del espectrofotdmetro para determinar su correcto
funcionamiento, pasando por el cultivo celular hasta que lleguen a una confluencia
deseada de entre 70% - 90%, la cual se confirma por medio del equipo IncuCyte ZOOM®,
para posteriormente llevar a cabo el analisis espectral de las lineas celulares en el lector
de microplacas Synergy™ 4, resultados que se analizaran por medio del software
MATLAB® R2015a para finalmente realizar un andlisis estadistico ANOVA de una via

con ayuda del software GraphPad Prism 8.

Caracterizacion del espectrofotometro.

Como primer paso para obtener una caracterizacion confiable del espectrofotometro a
emplear, el cual es el lector de microplacas Synergy™ 4, se realizaron diversas

mediciones en condiciones diferentes, sefialadas en la Tabla 7.

Tabla 7. Mediciones de caracterizacion del espectrofotémetro.

Modalidad Numero total de mediciones
Vacio (sin placa de cultivo dentro del equipo) 36
Placa de cultivo con tapa 32
Placa de cultivo sin tapa 21
Placa de cultivo con tapay 1 ml de medio de cultivo 20
Placa de cultivo sin tapay 1 ml de medio de cultivo. 15

Después, y tomando en cuenta la temperatura sefialada por el espectrofotometro al inicio
de cada medicién de la placa de cultivo, se llevé a cabo un andlisis de las diferencias en
absorbancia de la modalidad “Placa de cultivo sin tapa y 1 ml de medio de cultivo”, la cual

fue la empleada durante el desarrollo del proyecto.

Este analisis se llevo a cabo con el fin de valorar el funcionamiento del espectrofotémetro,
de manera que sean consistentes las mediciones segun el tipo y cantidad de los
materiales introducidos para la lectura espectral. De esta manera es posible compensar

el error instrumental del experimento.
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Cultivo de las lineas celulares de cancer de mama.

Las lineas celulares se cultivaron en condiciones estandar (37°C, 5% CO>) [71] en cajas
de cultivo celular Corning™ de 25 cm?, cada una con su medio de cultivo correspondiente

presentado en la Tabla 8.

Tabla 8. Medios de cultivo respecto a cada linea celular.

Linea celular Medio de Cultivo
MCF-10A DMEM/HAM’S F12 con Suero de Caballo
MCF-7 Minimum Essential Medium (MEM)
BT-549 Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
MDA-MB-468 y MDA-MB-231 DMEM/HAM’S F12 con Suero Bovino Fetal
EpH4-Ev y BMEK-DD DMEM con Suero de Ternera Fetal
67NR, 66CL4 Y 4T1 DMEM con Suero Bovino Fetal

A continuacion, se realizo la siembra de cada una de las lineas celulares en placas de
cultivo celular de fondo plano Corning™ Costar™ de 12 pozos. Por cada linea celular se
destinaron tres pozos para la siembra de células con medio de cultivo y un pozo

solamente para el medio de cultivo que fungira como blanco en el andlisis de los datos,

4\
Medio

de
cultivo

como se muestra en la Figura 15.

Medio
de
cultivo

Medio
de

culti\y

Figura 15. Distribucion de las lineas celulares y sus respectivos medios de cultivo en una placa de cultivo de 12 pozos.
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Ademas, se sembré una cantidad de células distinta segun la linea celular y la velocidad
de duplicacién de estas (Tabla 9), para obtener una confluencia (proporcién de células
con respecto al area total del pozo de cultivo) de entre 70% y 90% en el centro del pozo

correspondiente en un tiempo maximo de 48 h.

Tabla 9. Numero de células sembradas por linea celular.

Linea celular Subtipo de cancer Cantidad de
[72], [73], [74], [75], [76] células sembradas

MCF-10A Células epiteliales no tumorigénicas de humano 150,000
MCF-7 Positivo a receptores de estrégenos (ER+): 200,000
BT-549 Triple negativo (TN) 100,000
MDA-MB-468 Triple negativo (TN) 100,000
MDA-MB-231 Triple negativo (TN) 120,000
EpH4-Ev Células epiteliales no tumorigénicas de raton 100,000
BMEK-DD - 100,000
67NR Triple negativo (TN) 80,000
66CL4 Triple negativo (TN) 90,000
4T1 Triple negativo (TN) 80,000

En el Anexo 1 se presentan los reactivos empleados para la elaboracion de los medios
de cultivo de las lineas celulares, mientras que en el Anexo 2 se presentan las sustancias

agregadas por cada 100 ml de medio de cultivo segun el requerimiento celular.

Estimacidn de la confluencia celular antes de la lectura espectral.

Antes de realizar este paso, se cambia el medio de cultivo a cada uno de los pozos que
vayan a ser leidos en el espectrofotometro, de forma que las secreciones que hayan
tenido las células durante este tiempo sean removidas y no afecten en las lecturas del
espectrofotometro. Para validar que la confluencia se encuentra entre los rangos
mencionados anteriormente, se le tom6 una fotografia a cada uno de los pozos que
contienen células por medio del sistema de analisis de células en un sistema IncuCyte
ZOOM®. Cada pozo cuenta con un total de tres fotografias, las cuales posteriormente se
analizaron con el software IncuCyte ZOOM y se determiné la confluencia exacta de cada

pozo que seria leido a continuacion.
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Lectura del espectro de las lineas celulares de cancer de mama.

Para esta actividad, se tomé en cuenta la teoria de instrumentos, por lo cual, después de
encender por completo el lector de microplacas Synergy™ 4, este se dejo en espera
durante 30 minutos antes de iniciar con las lecturas espectrales de las lineas celulares.
Las placas de cultivo celular de fondo plano Corning™ Costar™ de 12 pozos fueron
retiradas de la incubadora y llevadas al espectrofotometro un par de minutos antes de
finalizar el tiempo de espera.

Posteriormente, la placa de cultivo celular de fondo plano Corning™ Costar™ de 12
pozos se coloca en el lector de microplacas Synergy™ 4 de tal forma que el pozo A1 se
encuentre en la parte superior izquierda. Seguidamente se selecciona el tipo de escaneo
elaborado previamente, el cual leera entre las longitudes de onda de 250 nm — 700 nm a

pasos de 1 nm, se retira la tapa y se toma la temperatura a la cual inicia el escaneo.

El escaneo de cada placa de cultivo celular de fondo plano Corning™ Costar™ de 12
pozos se realiza tres veces, es decir, por cada experimento independiente (N de 1) se
realizan tres mediciones a cada pozo. El total de mediciones por linea celular se muestra
en la Tabla 10.

Tabla 10. Namero total de mediciones espectrales por linea celular.

Linea celular Total de mediciones
MCF-10A 16
MCF-7 18
BT-549 18
MDA-MB-468 18
MDA-MB-231 18
EpH4-Ev 18
BMEK-DD 18
67NR 18
66CL4 18
4T1 18

49



Para los medios de cultivo se tuvo una mayor variacion debido a que se cultivaron lineas
celulares que usan el mismo medio de cultivo y mientras que otras no son las Unicas en

usar un medio de cultivo determinado, como se presenta en la Tabla 11.

Tabla 11. Numero total de mediciones espectrales por medio de cultivo.

Medio de cultivo Total de mediciones
Medio F12 con Suero de Caballo 8
Medio MEM 6
Medio RPMI 9
Medio F12 con Suero Bovino Fetal 15
Medio DMEM con Suero de Ternera Fetal 12
Medio DMEM con Suero Bovino Fetal 18

Procesamiento computacional de las sefiales espectrales.

Para realizar el andlisis de los datos recabados por el lector de microplacas Synergy™ 4,
estos se pasaron a archivos CSV UTF — 8 (delimitado por comas) (*.csv), esto para el

software MATLAB® R2015a lo pueda reconocer como archivo de texto.

Primeramente fue necesario realizar el programa de la caracterizacion del
espectrofotometro, segun las modalidades presentadas en la Tabla 6. Cada uno de los
archivos fueron divididos segun la modalidad de la medicion, los cuales serian importados
al programa por medio de variables globales, como se muestra en la Figura 16. Ademas,

se inicializa una variable con las longitudes de onda a analizar.

il|= clear
E= clc
3
4 SCARACTERIZACION DEL LECTRO DE MICROPLACAS SYNERGY 4 (BIOTEE)
3
3 $MODALIDADES DE CARACTERIZACION
¥ = Rx=importdata ('VACIO.csv"); %M DE 3
8 — Bx=importdata ('CAJA CT.csv'}; %M DE 4
9 — Cx=importdata('CAJA ST.csv'}; %M DE 2
10 — Dx=importdata (' VOLUMEN.csv'}; %M DE 2
11 — Ex=importdata('FlZ.csv'); 5N DE &
12
13 wave=Ax.data(:,1); SMATRIZ DE LONGITUDES DE ONDA

=
L

Figura 16. Programa "Caracterizacion™: Parte 1.
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Posteriormente, se adquieren los datos de los archivos colocandolas en una matriz, para
poder determinar el numero de filas y columnas respectivas segun el total de
experimentos independientes realizadas a cada una de las modalidades. Después se
obtiene el promedio de las mediciones de cada longitud de onda (Figura 17).

14

15 %ADQUISICIGON DE DATOS

3= BR=Ax.data(:,:); 3LECTURAS DEL ESPECTROFOTOMETRO STN PLACA DENTRO

iy |= [al,a2]=s5ize(B); $NUMERO DE FILAS Y COLUMNAS DE LA MATRIZ DEL ESPECTROFOTOMETRO SIN PLACE
1g — a3=mean(A(:,2:a2),2); %PROMEDIO DEL ESPECTROFOTOMETRO SIN PLACA

19

20 — B=Bx.data(:,:); %LECTURAS DE LA PLACA CON LA TAPA

21 — [bl,b2]=size (B); ZNUMERC DE FILAS Y COLUMNAS DE LA PLACA CON LA TAPR

2 21 b3=mean(B(:,2:b2),2}); %$PROMEDIO DEL MEDIO DE LA PLACAE CON LA TAPA

23

23|= C=Cx.data(:,:}; %MEDIC DE LA PLACE SIN LA TRAPR

25 — [cl,c2]=5ize(C); $NUMERC DE FILAS Y COLUMNAS DE LA PLACA SIN LA TAPA

26 — c3=mean(C(:,2:c2),2); %PROMEDIO DEL MEDIO DE LA PLACE SIN LA TAPR

27

28 — D=Dx.data(:,:); %MEDIO DE 1ML DE MEDIO F12 CON LA TAPAR

29 — [dl,d2]=5ize (D), $NUMERC DE FILAS Y COLUMNAS DE 1ML DE MEDIC F12 SON LA TRPR
30 — d3=mean(D(:,2:d2),2); %PROMEDIO DE 1ML DE MEDIO F12 CON LA TAPA

31

32 — E=Ex.data(:,:); %MEDIO DE 1ML DE MEDIO F12 SIN LA TAPR

33 - [el,e2]=size(E); %NUMERC DE FILAES Y COLUMNAS DE 1ML DE MEDIO F12 SIN LA TAPA
34 — e3=mean(E(:,2:e2),2); %PROMEDIO DE 1ML DE MEDIC F12Z SIN LA TAPA

35

Figura 17. Programa "Caracterizacion": Parte 2.

Seguidamente, en la Figura 18, se inicializaron dos matrices de ceros para cada
modalidad; la primera para la desviacion estandar que seria empleada para determinar
la confiabilidad de las mediciones, mientras que la segunda matriz son los datos

recabados de las mediciones, sin las longitudes de onda.

35

36 $ANALISIS ESPECTRAL

37

38 — ad=zeros(); $MATRIZ DE CEROS PARA DESVIACION ESTANDAR SIN PLACR

P(= Al=zeros(al,az-1); $MATRIZ DE CEROS PARA ESPECTRC SIN PLACR

40

il (= bd=zeros(}; $MATRIZ DE CEROS PARA DESVIACION ESTANDAR DE LA PLACA CON LA TAPR

42 — Bl=zeros(bl,b2-1); SMATRIZ DE CEROS PARA ESPECTRC DE LA PLACA CON LA TAPA

43

&= cd=zeros(); 3MATRIZ DE CEROS PARA DESVIACION ESTANDAR DE LA PLACA SIN LA TAFR

B= Cl=zeros(cl,c2-1); %MATRIZ DE CEROS PARA ESPECTRC DE LAl PLACA SIN LA TAPA

46

47 — dd=zeros(); %MATRIZ DE CEROS PRRA DESVIACION ESTANDER DE 1ML DE MEDIO F12 CON LA TAPA
48 — Dl=zeros(dl,d2-1); %MATRIZ DE CEROS PARZ ESPECTRC DE 1ML DE MEDIO F12 CON LE TAPA

49

50 — ed=zeros(); $MATRIZ DE CEROS PARA DESVIACION ESTANDAR DE IML DE MEDIC F12 SIN LA TAPA
Sil|= El=zeros(el,e2-1); SMATRIZ DE CEROS PARZ ESPECTRC DE 1ML DE MEDIO F12 SIN LE TAPA

52

Figura 18. Programa "Caracterizacion": Parte 3.

De esta ultima matriz se obtienen los datos para realizar la desviacion estandar a las

mediciones espectrales con respecto a cada longitud de onda (Figura 19).
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32

53 — [-for k=l:al

54 — ad (k)=std(al(k,1:a2-1})) SDESVIACION ESTANDAR SIN PLACA

55 — b4 (k)=std (Bl (k,1:b2-1)) $DESVIACION ESTANDAR DE LA PLACA COMN LA TAPA

36 — cd (k)=std(Cl(k,1:c2-1)); SDESVIACION ESTANDAR DE LA PLACA SIN L& TAPA

57 — d4 (k)=std (D1 (k,1:d2-1})) $DESVIACION ESTANDAR DE 1ML DE MEDIQ Fl12 CON LA TAPA
58 — ed (k)=std(E1l(k,1:e2-1)) $DESVIACION ESTANDAR DE 1ML DE MEDIO F12 SIN LA TAPA
39 — end

a0

Figura 19. Programa "Caracterizacion"; Parte 4.

Finalmente, para la caracterizacion del espectrofotémetro, en la Figura 20 se muestra el
procedimiento de graficacion de las mediciones espectrales segun las modalidades
sefialadas con anterioridad, asi como sus respectivas desviaciones estandar. Ademas,
se delimitaron los rangos de graficacion, las leyendas de los ejes (horizontal y vertical) y

una cuadricula para mejor orientacion.

G0

61 — plot (wave,a3, 'r',wave,b3, 'qg',wave,c3,'b',wave,d3, 'k',wave,e3, 'm', 'Linewidth',2),...

62 — legend('Vacio', "Plastico con tapa', 'Plastico sin tapa', 'Medio de cultivo con tapa',...
63 'Medio de cultivo sin tapa')s

64 — title('Curvas de calibracidn');

65

66 — plot (wave,a3, 'r',wave,ad, 'r."',wave,b3, 'g',wave,bd, 'qg. "', wave,c3,'b', ...

67 wave,cd, 'b.',wave,d3, 'k',wave,d4, k. ',wave,e3, 'm' ,wave,ed, 'm."', 'LineWidth',2), ...

68 — legend('Vacio', "DesvEst Vacio', 'Plastico con tapa', 'DesvEst Plastico con Tapa', ...

69 'Plastico sin tapa', 'DesvEst Plastico sin tapa', 'Medio de cultivo con tapa', ...

70 'DesvEst Medio de cultive con tapa', 'Medio de cultivo sin tapa', 'DesvEst Medio de cultivo sin tapa'):
71 — title('Curvas de calibracidén con desviacidn esténdar');

72

73 — grid on

74 — grid minor

75 — xlabel ('Longitud de onda [nm]');

76 — ylabel ('Intensidad [arb]');

= axis([280 700 0 3.5]1)

Figura 20. Programa "Caracterizacion": Parte 5.

Con respecto al analisis espectral de las lineas celulares de cancer de mama, se realizo
un segundo programa, en el cual se lleva a cabo un procedimiento similar, aunque con
un numero mayor de variables globales correspondientes con el total de lineas celulares
de cancer de mama de origen humano y de origen murino; asi como sus respectivos

medios de cultivo.

Asi como en la caracterizacion del sistema se realizaron las acciones anteriores, para el
proceso de sintonia se requiere realizar acciones similares para poder encontrar los

valores del controlador, como se muestra en las Figuras 21y 22.
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clear
clc

$FIRMA ESPECTRAL DEL CANCER DE MAMA EN EL RANGO UV - VISIBLE

2CANCER DE MAMA DE RATON
SMEDIOS DE CULTIVO

Ax=importdata ('DMEM STF.csv');
Bx=importdata ('DMEM SBF.csv');

$LINEAS CELULARES

Cx=importdata ("EPH4EV.csV");
Dx=importdata ("BMEKDD.csv") ;
Ex=importdata ('&7NR.csv");
Fx=importdata ("&€6CL4d.csv");
Gx=importdata ('4Tl.csv");

BN
&N

5N
BN
&N
N
$N

DE 4 SIN
DE & SIN
DE 2 SIN
DE 2 SIN
DE 2 SIN
DE 2 SIN
DE 2 SIN

TAPA
TAPA

TAPA
TAPA
TAPA
TAPA
TAPA

Figura 21. Programa "BreastCancer": Parte 1.

17
18
19
20)=

2R =
2=
24
25
26 —
2=
2 8l
29 —
30 —
31
=
33

$CANCER DE MAMA DE HUMANO

$MEDIOS DE CULTIVO
Hx=Importdata ('Fl2 10R.csv');
Ix=importdata ("MEM.csv') ;
Jx=importdata ('"RPMI.csv');
Kx=importdata('Fl2.csv');

$LINEAS CELULARES
Lx=importdata ("MCFl0A.csv");
Mx=importdata ('MCF7.csv');
Nx=importdata ('BT54%.csv");
Ox=importdata ('"MDAMB4&3.cs5v");
Px=importdata ("MDAMB231.cs5v");

wave=Ax.data(:,1):

SN
SN
SN
SN

SN
SN
SN
SN
SN

$MATRIZ DE LONGITUDES DE ONDA

DE
DE
DE
DE

[« 2 T 7% BN L% B A

DE
DE
DE
DE
DE

[ S S T N B S T

SIN
SIN
SIN
SIN

SIN
SIN
SIN
SIN
SIN

TAPA
TAPA
TAPA
TAPA

TAPA
TAPA
TAPA
TAPA
TAPA

Posteriormente, se inicializan variables globales para obtener los datos recabados de las
lecturas de los medios de cultivos empleados para el cultivo de las lineas celulares de

cancer de mama y son colocados cada uno en una matriz (Figura 23).

Ademas, en esta misma Figura 23, se aprecia que, para cada medio de cultivo son
determinados tanto el nimero de filas y columnas de su respectiva matriz, asi como el

promedio de las mediciones espectrales para cada longitud de onda analizada.

Figura 22. Programa "BreastCancer": Parte 2.
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24 $MEDIOS DE CULTIVO

25

36 —  A=Ax.data(:,2:13); $MEDIC DE CULTIVO DMEM STF

37 — [al,a2]=sizs (R); SNUMERO DE FILAS ¥ COLUMNAS DE LA MATRIZ DEL MEDIC DE CULTIVO
38 — a3=mean(A(:,2:a2),2); $PROMEDIO DEL MEDIO DE CULTIVO + PLASTICO
39

40 — B=Bx.data(:,:); $MEDIC DE CULTIVO DMEM SBF

a1 — [bl,b2]=size (B); $NUMERC DE FILAS Y COLUMNAS DE LA MATRIZ DEL MEDIC DE CULTIVO
42 —  b3=mean(B(:,2:b2),2); $DROMEDIO DEL MEDIO DE CULTIVO + PLASTICO
43

44 — H=Hx.data(:,:); $MEDIO DE CULTIVO F12 10A

a5 — [hl,h2]=size (H); $NUMERO DE FILAS Y COLUMNAS DE LA MATRIZ
46 —  h3=mean (H(:,2:h2),2); $PROMEDIC DE CELULAS+MEDIO+PLASTICO

47

48 — T=Tx.data(:,:)7 $MEDTIC DE CULTIVO MEM

49 — [il,i2]=size(I); $NUMERQ DE FILAS Y COLUMNAS DE LA MRTRIZ
50 — i3=mean(I(:,2:i2),2); $PROMEDIO DE CELULAS+MEDIO+PLASTICO

51

52 — J=Jx.data(:,:); $MEDIC DE CULTIVO RPMI

53 — [1,32]=sizs (J); SNUMERO DE FILAS ¥ COLUMNAS DE LA MATRIZ
54 — j3=mean(J(:,2:32),2); $PROMEDIO DE CELULAS+MEDIO+PLASTICO

55

56 — K=Kx.data(:,:); $MEDIC DE CULTIVO F12

57 — [kl,k2]=size (K); NUMERC DE FILAS Y COLUMNAS DE LA MATRIZ
58 — k3=mean (K(:,2:%2),2); $PROMEDIO DE CELULAS+MEDIO+PLASTIC

Figura 23. Programa "BreastCancer": Parte 3.

Este ultimo procedimiento es también empleado para las lineas celulares de cancer de

mama de origen murino (Figura 24) y de origen humano (Figura 25).

59
&0 $CELULAS DE CANCER DE MAMA DE RATON

61

62 — c=Cx.data(:,:): $LINEA CELULAR EPH4-EV

63 — [cl,c2]=size(C); SNUMERO DE FILAS ¥ COLUMNAS DE LA MATRIZ
64 — c3=mean(C(:,2:c2),2); $PROMEDIC DE CELULAS+MEDIO+PLASTICO

€5

66 — D=Dx.data(:,:): $LINEA CELULAR B-MEK-DD

67 — [dl,d2]=size (D); SNUMERO DE FILAS ¥ COLUMNAS DE LA MATRIZ
68 — d3=mean(D(:,2:d2),2); $PROMEDIC DE CELULAS+MEDIO+PLASTICO

69

70 — E=Ex.data(:,:): $LINER CELULAR G7NR

71— [el,e2]=size (E); $NUMERO DE FILAS Y COLUMNAS DE LA MATRIZ
72 — e3=mean(E(:,2:22),2); $PROMEDIC DE CELULAS+MEDIO+PLASTICO

73

74 — F=Fx.data(:,:): $LINEA CELULAR G6CL4

75 — [£1, £f2]=size (F); SNUMERC DE FILAS Y COLUMNAS DE LA MATRIZ
76 — f3=mean(F(:,2:£2),2); $PROMEDIC DE CELULAS+MEDIO+PLASTICO

77

78 — G=Gx.data(:,:): SLINEZA CELULAR 4T1

79 — [gl,g2]=size (G); SNUMERC DE FILAS Y COLUMNAS DE LA MATRIZ
30 — g3=mean(G(:,2:92),2); $PROMEDIO DE CELULAS+MEDIO4+PLASTICO

81

Figura 24. Programa "BreastCancer": Parte 4.

A continuacion, en la Figura 26, se inicializaron dos matrices de ceros para cada linea
celular; la primera es para la desviacidén estandar que seria empleada para determinar la
confiabilidad de las mediciones, mientras que la segunda matriz son los datos recabados

de las mediciones, sin las longitudes de onda.
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81
a2
a3
84
a5
86
87
88
8g
S0
91
92
93
94
93
Se
S7
S8
S9
100
101

L=Lx.data({:,:);
[11,12]=s5ize(L);
13=mean(L({:,2:12),2);

M=Mx.data(:,:);
[ml, mZ]=size (M) ;
m3=mean (M(:,2:m2),2);

N=Nx.dataf{:,:};
[nl,nZ2]=size(N);
n3=mean(N(:,2:n2),2});

0=0x.data(:,:);
[cl,02]=5ize(0);
o3=mean(0(:,2:02),2});

P=Px.data(:,:);
[pl,p2]=size(P);
p3=mean(P(:,2:p2),2);

$LINEA CELULER MCF-10&
$NUMERO DE FILAS Y COLUMNAS DE LA MATRIZ
$PROMEDIO DE CELULAS+MEDIO+PLASTICO

3LINEA CELULAR MCF7
SNUMERO DE FILAS Y COLUMNAS DE LA MATRIZ
$DROMEDIO DE CELULAS+MEDIO+PLASTICO

$LINEA CELULAR BT-549
$NUMERO DE FILAS ¥ COLUMNAS DE LA MATRIZ
$PROMEDIO DE CELULAS+MEDIO+PLASTICO

3LINEA CELULAR MDA-ME-468
SNUMERO DE FILAS Y COLUMNAS DE LA MATRIZ
$PROMEDIO DE CELULAS+MEDIO+PLASTICO

$LINEA CELULAR MDA-MB-231
$NUMERO DE FILAS Y COLUMNAS DE LA MATRIZ
$PROMEDIO DE CELULAS+MEDIO+PLASTICO

Figura 25. Programa "BreastCancer": Parte 5.

lo2
103

106

108

112

115

118

121

124

127

130

104 —
105 —

107 —
log —

110 —
I =

113 —
114 —

116 —
IF =

18 =
120 -

122 -
123 -

125 —
126 —

128 -
129 —

131 -
132 —

cd4=zeros():
Cl=zeros(cl,c2-1);

d4=zeros():
Dl=zeros(dl,d2-1);

ed4=zeros();
El=zeros(el,e2-1);

fa=zeros():
Fl=zeros(fl,f2-1);

g4=zeros():
Gl=zeros(gl,g2-1);

l4=zeros();
Ll=zeros(11,12-1);

md=zeros():
Hl=zeros(ml, m2-1);

n4=zeros():
Nl=zeros(nl,n2-1);

od4=zeros();
Cl=zeros(ol,o02-1);

pd=zeros():
Pl=zeros(pl,pa-1});

B-MEK-DD

MCF-10R

MCF7

BT-549|

MDA-ME-468

=]

L1t

MDA-MB-231

(=]

Figura 26. Programa "BreastCancer": Parte 6.

Una vez realizado lo anterior y se obtuvieron las mediciones espectrales en el programa,

es necesario eliminar la influencia tanto del poliestireno (material del que se encuentran

elaboradas las placas de cultivo celular de fondo plano Corning™ Costar™ de 12 pozos),

asi como del medio de cultivo respectivo de cada linea celular.



De lo anterior, se determina lo mostrado en la Figura 27, procedimiento que resta cada
una de las lecturas realizadas a los pozos de cada linea celular que contiene poliestireno,
células y el medio de cultivo respectivo. Cabe destacar que la linea celular MCF-10A tiene
un menor numero de mediciones, por lo cual se le coloc6 en un ciclo diferente al resto de

las lineas celulares, quienes comparten el mismo nimero de lecturas espectrales.

133

134 — [Cfor j=2:12

135 — i L1(:,3-1)=(L(:,3))-h3; % (CELULBS+MEDIO+PLASTICO) - (MEDIO+PLASTICO) MCE-102
136 — end

137

138 - [ for j=2:d42

139 — cl(:,j-1)=(c(:,3))-a3; % (CELULAS+MEDIO+PLASTICO) - (MEDIO+PLASTICO) EPHA-EV
140 — Dl(:,3-1)=(D(:,3))-a3: % (CELULAS+MEDIO+PLASTICO) - (MEDIO+PLASTICO) B-MEK-DD
141 — El(:,3-1)=(E(:,3))-b3: % (CELULLAS+MEDIO+PLASTICO) - (MEDIO+PLASTICO) &7NR

142 — Fl(:,3-1)=(F(:,3))-b3 % (CELULAS+MEDIO+PLASTICO) - (MEDIO+PLASTICO) 66CL4

143 — G1(:,3-1)=(G(:,3))-b3; % (CELULAS+MEDIO+PLASTICO) - (MEDIO+PLASTICO) 4T1

144 — M1(:,3-1)=(M(:,3))-13; % (CELULAS+MEDIO+PLASTICO) - (MEDIO+PLASTICO) MCE7

145 — N1(:,j-1)=(N(:,3))-33; % (CELULAS+MEDIO+PLASTICO) - (MEDIO+PLASTICO) BT-54%

146 — 0Ll(:,3-1}=(0(:,3)}-k3; % (CELULAS+MEDIC+PLASTICO) - (MEDIO+PLASTICO) MDA-MB-468
147 - P1(:,3-1)=(P(:,3))-k3 % (CELULAS+MEDIC+PLASTICO) - (MEDIO+PLASTICO) MDA-MB-231
148 — “end

149

Figura 27. Programa "BreastCancer": Parte 7.

Retomando una de las matrices de ceros inicializada anteriormente, ahora sera empleada
para la obtencion de la desviacidon estandar de las mediciones espectrales de cada una

de las lineas celulares de cancer de mama (Figura 28).

149
150 — [Efor k=1:421

151 — cd (k)=std(Cl(k,1:c2-1)); %DESVIACION ESTEANDAR DE CELULLS EP-H4EV
152 — d4 (k)=std (D1 (k,1:d2-1}); %DESVIACION ESTANDAR DE CELULAS B-MEK-DD
153 — ed (k)=std(El(k,1:e2-1}); %DESVIACION ESTANDAR DE CELULAS &7NR

154 — f4(k)=std(Fl(k,1:£2-1)); %DESVIACION ESTANDAR DE CELULAS 66CL4

155 — g4 (k)=std (Gl (k,1:g2-1)); %DESVIACION ESTANDAR DE CELULZS 4T1

156 — 14 (k)=std(L1l(k,1:12-1)); %DESVIACION ESTANDER DE CELULAS MCF-1DA
157 — m4 (k)=std (M1 (k, 1:m2-1)); %DESVIACION ESTANDAR DE CELULAS MCFT

158 — n4 (k)=std (N1 (k,1:n2-1)); %DESVIACION ESTANDER DE CELULAS BT-549

159 — 04 (k)=std (01 (k,1:02-1)); $DESVIACION ESTANDAER DE CELULAS MDA-MB-468
160 — pé (k)=std (P1 (k,1:p2-1)): %DESVIACION ESTANDAR DE CELULAS MDA-MB-231
161 — “end

162

Figura 28. Programa "BreastCancer": Parte 8.

A continuacién, se grafican tanto de las mediciones espectrales de cancer de mama de
origen murino y de origen humano, por separado y sin las desviaciones estandar
respectivas de cada linea celular, como se muestra en la Figura 29. Cada una de color

diferente y en orden ascendente con respecto a su grado de malignidad.
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162

163 — plot (wave,mean(Cl,2),'r',wave,mean(Dl,2),"'qg"',wave,mean(El,2),'b',wave, mean(F1,2),"'c',...
164 — wave,mean (G1,2), 'm", "Linewidth',2),legend ('EPH4-EV', 'B-MEK-DD', . ..
165 '6TNR', "66CTL4"Y, "4T1"); SRATON

166 — title('Comparacién entre lineas celulares de cancer de mama de ratdn');
167

168 — plot (wave,mean(Ll,2), 'r',wave,mean(M1l,2),'q",wave, mean(N1,2),'b',wave, ...
169 — mean (01,2),'c',wave,mean(P1,2), 'm', 'Linewidth',2),legend ("MCE10R", ...
170 '"MCF7', 'BT-549', '"MDA-MB-4658", '"MDA-MB-231'); %HUMANO

AN title('Comparacién entre lineas celulares de cancer de mama de humano');
172

Figura 29. Programa "BreastCancer": Parte 9.

Seguidamente, se grafican, por separado, las lineas celulares de cancer de mama de
origen murino y humano, con sus respectivas desviaciones estandar (Figura 30). Cada
una de color diferente y en orden ascendente con respecto a su grado de malignidad.

172

173 — plot (wave,mean(Ccl,2),'r"',wave,c4','r."',wave,mean(D1,2),'g',wave,dd"','g.", ...

174 wave,mean (E1,2),'b' ,wave,ed', 'b. ', wave,mean(F1,2),'c',wave,f4','c.",...

175 — wave,mean (G1,2), 'm',wave,gd4', 'm. ', 'Linewidth', 2}, legend ('EPHL-EV', . ..

176 'DesvEst EPH4-EV', 'B-MEK-DD', 'DesvEst B-MEK-DD','@7TNR', "DesvEst €7TNR', ...

177 '66CL4", 'DesvEst 66CL4', '4T1', 'DesvEst 4T1'); %RATON

178 — title('Comparacién entre lineas celulares de cincer de mama de ratdn con desviaciones estandar');
179

180 — plot(wave,mean(Ll,2),'r",wave,14,'r."',wave,mean(M1l,2),'qg' ,wave,mé, 'g."',...

181 wave,mean (N1,2),'b"',wave,nd, 'b."',wave,mean(0l,2),'c',wave,o0d,'c.', ...

182 wave,mean (P1,2), 'm',wave,p4, 'm. ', 'Linewidth', 2}, ...

183 — legend ('MCF-10A", '"DesvEst MCF-10A', "MCF-7', 'DesvEst MCF-7','BT-3548',...

1584 'DesvEst BT-54%', 'MDR-MB-468', 'DesvEst MDA-MB-468', 'MDR-MB-231', 'DesvEst MDA-MB-231'}); ZHUMENO
185 — title('Comparacién entre lineas celulares de céncer de mama de humano con desviaciones estandar');
186

Figura 30. Programa "BreastCancer": Parte 10.

Finalmente y para obtener una mejor comparacion entre las lineas celulares de cancer
de mama de ambas especies (raton y humano), se graficaron las mediciones espectrales

de todas las lineas celulares en una misma grafica, como se muestra en la Figura 31.

1586

187 — plot (wave,mean(Cl,2),'r',wave,mean(D1,2),'g’',wave,mean(E1,2),'b' ,wave,mean(Fl,2),'c"', ...
138 wave,mean (G1,2), 'm',wave,mean(L1,2),'r."',wave, mean(M1,2),'qg."' ,wave,mean(N1,2),'b."', ...
189 wave,mean (01,2}, 'c.',wave,mean (P1,2), 'm."', 'Linewidth',2), ...

190 — legend('EPH4-EV', 'B-MEEK-DD', "€7NR', '66CT4", '4T1", "MCF-10R", '"MCF-7", '"BT-5458", . ..

191 'MDEL-MB-468"', 'MDE-MB-231"'}); %TODRS LAS LINEAS CELULRRES

192 — title('Comparacién entre lineas celulares de céncer de mama'});

193

194 — grid on

195 — grid minor

196 — xlabel ('Longitud de onda [nm]');

197 — ylabel ('Intensidad [arbl'):

198 — axis([280 700 -0.01 0.151)

Figura 31. Programa "BreastCancer": Parte 11.
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Andlisis de las diferencias espectrales de las lineas celulares de cancer de mama

segun sus caracteristicas de malignidad

Después, y como parte del andlisis espectral, se realizé una hoja de calculo con el fin de
obtener el promedio de las mediciones de cada una de las lineas celulares de cancer de
mama en longitudes de onda de interés (290 nm, 340 nm, 375 nm, 404 nm, 445 nm, 450

nmy 568 nm) [77] — [78], asi como las desviaciones estandar de las mismas.

Para realizar lo anterior, se llevd a cabo un procedimiento similar al planteado en el
programa informatico presentado, en el cual se obtuvieron los promedios de los medios
de cultivo respectivos de cada una de las siete longitudes de onda a analizar, asi como
el de las mediciones de cada linea celular. De esta forma se realiza la resta del medio de
cultivo a las células con el respectivo medio, para dejar solamente las mediciones de las

células y poder llevar a cabo el analisis cuantitativo (Figuras 32 y 33).

Linea Celular | Estatus |[PromedioMC| A(nm) Absorbancias
2194 2.187 2212 2198 2193 2222 2198 2198 222 2135
EPHA-EV [ordnal | 5 400059333 290
Solo Células 0.09291667 | 0.08591667 | 0.11091667 | 0.09691667 | 0.09191667 | 0.12091667 | 0.09691667 | 0.09791667 | 0.11891667 | 0.03391667
BMEK DD |_O0gnal_| oo o 2.008 2135 2.207 2.007 2138 2.206 201 2143 2.208 2165
Solo Células -0.09308333( 0.03391667 | 0.09991667 |-0.09408333 | 0.03691667 | 0.10491667 |-0.08708333 | 0.04191667 | 0.10691667 | 0.06391667
STNR Original | coeiios 20 1708 171 1718 ERaL 1712 1726 1723 1722 1732 1691
Solo Células 0.06188889 | 0.06388889 | 0.07188889 | 0.06488889 | 0.06588889 | 0.07988889 | 0.07688889 | 0.07588889 | 0.08588889 | 0.04488889
1.704 1.704 1.74 1.708 1.712 1711 1.716 1.719 1.753 1.608
66CL4 onginal_1 4 645111111 290
Solo Células 0.05788889 | 0.05788889 | 0.09388889 | 0.06183889 | 0.06583889 | 0.09483389 | 0.06988389 | 0.07288339 | 0.10688889 |-0.03811111
= Original_| | o 1673 173 1701 1675 1734 1707 1685 1743 1714 1639
Solo Células . 0.02683889 | 0.08388889 | 0.05488889 | 0.02838889 | 0.08733889 | 0.06083889 | 0.03888889 | 0.09688839 | 0.06788889 |-0.00711111

Figura 32. Ejemplo de analisis por longitud de onda: Parte 1.

Promedio Total | Desviacion estandar| Lineacelular 290 nm DesEst

2267 2.249 2152 2 287 2267 2162 2293 2269 2.216888889 0.046328607 EPH4-EV  0.11580556 0.04632861

0.16591667 | 0.14791667 | 0.05091667 | 0.18591667 | 0.16591667 | 0.06091667 | 0.19191667 | 0.16791667 0.115805556 0.046328607 BMEK-DD  0.05630556 0.07326434

2211 22 2172 2219 2208 2172 2221 2205 2.157388889 0.073264339 67NR 0.06216667 0.01961933

0.10991667 | 0.09891667 | 0.07091667 | 0.11791667 | 0.10691667 | 0.07091667 | 0.11991667 | 0.10391667 0.056305556 0.073254339 66CLA 0.02583333 | 0.05325463

1.704 1.657 1709 1.72 1678 172 1.726 1682 1.708277778 0.019619335 4T1 0.02088889  0.04706066
0.05788889 | 0.01088889 | 0.06288889 | 007388889 | 0.03188889 | 0.07388889 | 0.07988889 | 0.03588889 0.062166667 0.019619335
1.612 1.621 1.615 1.622 1.629 1.625 1.629 1.637 1.671944444 0.053254629
-0.03411111|-0.02511111 | -0.03111111 | -0.02411111 | -0.01711111 | -0.02111111 | -0,01711111 | -0.00911111|  0.025833333 0.053254629
1.611 1.595 1.646 1.637 1.602 1.654 1.645 1.615 1.667 0.047060662
-0.03511111|-0.05111111 | -0.00011111 | -0.00911111 | -0.04411111 | 0.00788889 |-0.00111111|-0.03111111|  0.020888889 0.047060662

Figura 33. Ejemplo de andlisis por longitud de onda: Parte 2.

Finalmente, el analisis estadistico se llevé a cabo por medio del software GraphPad Prism
8, en el cual se introdujeron los datos de cada una de las longitudes de area a analizar
(Figura 34) mencionadas antes, para posteriormente realizar una prueba estadistica
ANOVA de una via, ademas de un método de comparaciones mdultiples, los cuales nos
proporcionan los datos presentados en la Figura 35. Estos nos indican el nivel de
significancia con respecto a la linea celular de control, asi como el valor p ajustado, con

un control del 95% de confianza.
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El andlisis de varianza (ANOVA) de una via realiza una comparacion de una variable
cuantitativa entre varios grupos; sin embargo, cuando una prueba ANOVA tiene
resultados significativos, no informa que pares de grupos experimentales (en este caso
lineas celulares de cancer de mama) son diferentes, por lo cual es necesario emplear
métodos de comparaciones multiples que permitan estimar el grado de diferencia entre

los grupos.

Para este proyecto se empled el método de Dunnett, el cual se basa en la comparacion
de la media aritmética de cada grupo con una media aritmética de control, esta Ultima
corresponde, en este caso, a la linea celular de control respectiva para compararla con

las demas lineas celulares.

Esta prueba tiene en cuenta la dispersion de todos los grupos. Esto le da un valor mas
preciso para la dispersion (escuadra media de residuos) que se refleja en mas grados de
libertad. Esto le da a la prueba mas poder para detectar diferencias, y solo tiene sentido
cuando acepta el supuesto de que todos los datos se muestrean de poblaciones con la

misma desviacion estandar, incluso si las medias son diferentes [79].

Con este método, es posible calcular los valores de P ajustados por multiplicidad para
esta prueba y también se puede calcular un intervalo de confianza para la diferencia entre
las medias. En este caso se contemplo un intervalo del 95% de confianza, por lo que se
puede estar seguro de que el 95% de que todos los intervalos contienen el verdadero

valor de la poblacién [79].

Un valor de P ajustado por multiplicidad es el nivel de significacién familiar en el que esa
comparacion en particular apenas se consideraria estadisticamente significativa, es decir,
establecer el umbral de importancia, para toda la familia de comparaciones, a cualquier
valor que desee [79]. En este caso se establece que, dado el intervalo del 95% de

confianza, el umbral de P se fija en 0.05.

En otras palabras, si el valor de P ajustado es igual o menor a 0.05 (95% de confianza)
se dice que los grupos (lineas celulares de cancer de mama) tienen “diferencias
estadisticamente significativas”. Mientras mas pequefio el valor de P ajustado, es mayor

la diferencia entre las lineas celulares en la longitud de onda estudiada.
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& Anovs_Humano.pzfcH_290 - GraphPad Prism £.0.2 (263)
File Edit View Insert Change Amange Famiy Window Help

Frism File Sheet Undo Clipboard Analysis Change Import  Draw
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v Data Tables n o~
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H 4 0148 007383333 009722222 00412 01602
Has 5 0113 0.04483333 009522222 0.0502 0.0352
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Oreinary oneway ANOWA of .- | | gy 0.063 016583333 019422222 00822 0.4582
Ordinary one-way ANOVA of H... | [T45 0145 007683333 013222222 01012 01072
Ordinary one-way ANOVA of H... | | 3¢ 0066 020583333 009422222 01122 01372
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Family »|| 19
H_290 20
Ordinary one-way ANOVA 7
*: H_290 2

el 4 p & £ ||H_2s0 v| P

Figura 34. Ejemplo de introduccion de valores al
software de analisis estadistico.

“ Anova_Humano.pzfx Ordinary one-way ANOVA of H_290 - GraphPad Prism 8.0.2 (263) - X
File Edit View Insert Change Arrange Family Window Help
Frism File Sheet Undo Clipboard Analysis Interpret Change Draw Write Text Expert Frint  Send LA Help
. -2~ 2 - i v - M - ES"?‘ " = &
BE- X Frew- O~ Analyze 7] & & | @
\ Search... v| ANOVA resuts x Muttiple comparisons x| -
~ Data Tables » A il Ordinary one-way ANDVA .
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H 340 4
H_375 1 |Number of families 1
H_404 7 Number of comparisens per family 4
H 445 3 Alpha 0.05
H 450 4
H_568 5 Dunnett's multiple comparisons test Mean Diff.  95.00% CI of diff. Significant? Summary Adjusted P Value A-?
(®) New Data Table... 6 MCF-10Avs. MCF-7 0.01528 -0.02131 to 0.05187 No ns 06848 B MCF-7
v Info » 7 MCF-10Avs. BT-549 0.009333 -0.02726 to 0.04592 No ns 0.9208 c BT-549
& MCF-10Avs. MDA-MB-468 0.05452 0.01793 to 0.09111 Yes - 0.0014 [} MDA-MB-468
) New Info... 9 MCF-10Avs. MDA-MB-231 0.008078 -0.02851 to 0.04467 No ns 0.9509 E MDA-MB-231
~ Results » 10
Ordinary one-way ANOVA of .. 11 Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. nl n2 q DF
Qrdinary one-way ANOVA of H... 12 MCF-10Avs. MCF-7 0.1183 0.1030 0.01528 0.01470 18 18 1.039 85
Ordinary one-way ANOVA of H... 13 MCF-10Avs. BT-549 0.1183 0.1089 0.009333 0.01470 18 18 0.6348 85
Qrdinary one-way ANOVA of H... 14 MCF-10Avs. MDA-MB-468 0.1183 0.06376 0.05452 0.01470 18 18 3.708 85
Ordinary one-way ANOVA of H... 15 MCF-10Avs. MDA-MB-231 0.1183 0.1102 0.008078 0.01470 18 18 0.5494 85
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Figura 35. Ejemplo de resultados de la prueba estadistica ANOVA de una via.

Es importante sefialar que los datos mostrados en la Figura 35 son los empleados para
determinar la diferencia estadisticamente significativa entre lineas celulares, las cuales

son presentadas en las Graficas 5 — 18.
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6. Resultados y discusion
6.1.Caracterizaciéon del espectrofotémetro.

Para cumplir con los objetivos planteados al inicio de esta investigacion, el primer
punto que se llevé a cabo fue la caracterizacién del espectrofotometro empleado, el
lector de microplacas Synergy™ 4, lo cual permite el conocimiento del error

instrumental que se presentaria a lo largo del proyecto.

Para una correcta caracterizacion del espectrofotometro, fue necesario hacer lecturas
bajo diferentes condiciones y modalidades, las cuales fueron presentadas
anteriormente en la Tabla 3.

Debido a lo anterior, se elaboré un programa informatico que permitiese obtener la
informacion recabada por el lector de microplacas Synergy™ 4, con el fin de procesar
esta informacion para producir las graficas espectrales de todas las modalidades
previamente mencionadas. Este programa es presentado a continuacion.

%CARACTERIZACION DEL LECTOR DE MICROPLACAS SYNERGY 4 (BIOTEK)
%MODALIDADES DE CARACTERIZACION

Ax=importdata('VACIO.csv"; %N DE 3
Bx=importdata( CAJA CT.csVv'); %N DE 4
Cx=importdata(' CAJA_ST.csv"); %N DE 2
Dx=importdata('VOLUMEN.csV"); %N DE 2
Ex=importdata('F12.csv"; %N DE 6
wave=Ax.data(;,1); %MATRIZ DE LONGITUDES DE ONDA

%ADQUISICION DE DATOS

A=Ax.data(:,); %lecturas del espectrofotometro sin placa dentro
[al,a2]=size(A); %nuamero de filas y columnas de la matriz del espectrofotbmetro sin placa
a3=mean(A(;,2:a2),2);%promedio del espectrofotometro sin placa

B=Bx.data(:,:); %lecturas de la placa con la tapa
[b1,b2]=size(B); %namero de filas y columnas de la placa con la tapa
b3=mean(B(;,2:b2),2); %promedio del medio de la placa con la tapa

C=Cx.data(:,); %medio de la placa sin la tapa

[c1,c2]=size(C); %namero de filas y columnas de la placa sin la tapa
c3=mean(C(:,2:c2),2); %promedio del medio de la placa sin la tapa

D=Dx.data(:,:); %medio de 1ml de medio F12 con la tapa

[d1,d2]=size(D); %namero de filas y columnas de 1ml de medio F12 son la tapa

d3=mean(D(;,2:d2),2); %promedio de 1ml de medio F12 con la tapa
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E=Ex.data(:,:); %medio de 1ml de medio F12 sin la tapa
[el,e2]=size(E); %numero de filas y columnas de 1ml de medio F12 sin la tapa
e3=mean(E(:,2:e2),2); %promedio de 1ml de medio F12 sin la tapa

%ANALISIS ESPECTRAL

ad=zeros(); %matriz de ceros para desviacion estandar sin placa
Al=zeros(al,a2-1); %matriz de ceros para espectro sin placa

b4=zeros(); %matriz de ceros para desviacion estandar de la placa con la tapa
Bl=zeros(b1,b2-1); %matriz de ceros para espectro de la placa con la tapa

c4=zeros(); %matriz de ceros para desviacion estandar de la placa sin la tapa
Cl=zeros(cl,c2-1); %matriz de ceros para espectro de la placa sin la tapa

d4=zeros(); %Ymatriz de ceros para desviacion estandar de 1ml de medio F12 con la tapa
Dl=zeros(d1,d2-1); %matriz de ceros para espectro de 1ml de medio F12 con la tapa

ed=zeros(); % matriz de ceros para desviacion estandar de 1ml de medio F12 sin la tapa

El=zeros(el,e2-1); %matriz de ceros para espectro de 1ml de medio F12 sin la tapa
for k=1:al
ad(k)=std(Al(k,1:a2-1)); %desviacion estandar sin placa
b4(k)=std(B1(k,1:b2-1)); %desviacion estandar de la placa con la tapa
c4(k)=std(C1(k,1:c2-1)); %desviacion estandar de la placa sin la tapa
d4(k)=std(D1(k,1:d2-1)); %desviacion estandar de 1ml de medio F12 con la tapa
ed(k)=std(E1(k,1:e2-1)); %desviacion estandar de 1ml de medio F12 sin la tapa
end
plot(wave,a3,'r',wave,b3,'g',wave,c3,'b’',\wave,d3,'k'\wave,e3,'m','LineWidth",2), legend
('Vacio','Plastico con tapa','Plastico sin tapa','Medio de cultivo con tapa','Medio de cultivo
sin tapa";

title('Curvas de calibracion’);

plot(wave,a3,'r',\wave,a4,'r.", wave,b3,'g',wave,b4,'qg.",\wave,c3,'b’',\wave,c4,'b. ,wave,d3,'k',wave,
d4,'k."\wave,e3,'m',\wave,e4,'m.",'LineWidth',2), legend('Vacio','/DesvEst Vacio','Plastico
con tapa','DesvEst Plastico con Tapa','Plastico sin tapa’','DesvEst Plastico sin tapa','Medio
de cultivo con tapa','DesvEst Medio de cultivo con tapa',’Medio de -cultivo sin
tapa','DesvEst Medio de cultivo sin tapa’);

title('Curvas de calibracién con desviacion estandar');

grid on

grid minor

xlabel('Longitud de onda [nm]");
ylabel('Intensidad [arb]);

axis ([280 700 0 3.5])
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Del programa informatico anterior, se obtienen las curvas de calibracion presentadas

en la Gréfica 1.

Curvas de calibracién
35 T T I

Vacio

Plastico con tapa
Plastico sin tapa
Medio de cultivo con tapa |—
Medio de cultivo sin tapa

Intensidad [arb]

| | " —_— e ————
300 350 400 450 500 550 600 650 700
Longitud de onda [nm]

Grafica 1. Curvas de calibracion.Lecturas espectrales de las diversas modalidades de medicion,
llevadas a cabo para determinar el correcto registro de la absorbancia de la luz al pasar por diferentes
medios como el plastico (poliestireno), un medio de cultivo empleado en el crecimiento celular, asi comc
la medicion sin alguna placa de cultivo dentro del equipo (vacio).

De la gréfica anterior se puede observar que desde el rango de los 280 nm — 380 nm
existe una absorbancia significativa, la cual es provocada por el propio poliestireno de
las placas de cultivo celular de fondo plano Corning™ Costar™ de 12 pozos en las

cuales fueron sembradas las células de cancer de mama.

Ademas, en el rango entre los 400 nm — 450 nm se observa una ligera absorbancia.
Asi mismo, en los rangos entre 520 nm — 590 nm también es apreciable una
absorbancia aun mayor a la anterior. Ambas absorbancias se registran en las placas
de cultivo que contienen medio de cultivo en su interior, mientras que en las placas de
cultivo vacias no se presentan estas absorbancias, por lo tanto, se sugiere que en

ambos rangos, el causante de estas absorbancias seria el medio de cultivo.

Ademas, se observo que las placas de cultivo, al ser expuestas al medio ambiente
después de haber estado en la incubadora, generaban una condensacion acuosa en
la tapa, lo cual generaba alteraciones en las mediciones, por lo cual se opt6 por hacer

las mediciones sin ésta.
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6.2. Elaboracion de un programa informético que permita analizar las

mediciones espectrales de las lineas celulares de cancer de mama.

Con el fin de poder realizar un andlisis mas preciso, se llevdé a cabo un programa
informético que permite adquirir todas las lecturas realizadas con el lector de
microplacas Synergy™ 4, ademas de obtener la desviacidén estandar y el promedio de
las mediciones de los experimentos independientes. Para este proposito, fue necesaria
el procesamiento de los datos recabados por medio del software llamado MATLAB®
R2015a, a continuacién se presenta el programa informéatico elaborado.

%FIRMA ESPECTRAL DEL CANCER DE MAMA EN EL RANGO UV - VISIBLE

%CANCER DE MAMA DE RATON

%MEDIOS DE CULTIVO

Ax=importdata(DMEM_STF.csv'); %N DE 4 SIN TAPA
Bx=importdata(DMEM_SBF.csv'); %N DE 6 SIN TAPA
%LINEAS CELULARES
Cx=importdata( EPH4EV.csv"; %N DE 2 SIN TAPA
Dx=importdata(BMEKDD.csV"); %N DE 2 SIN TAPA
Ex=importdata('67NR.csv"; %N DE 2 SIN TAPA
Fx=importdata('66CL4.csVv'); %N DE 2 SIN TAPA
Gx=importdata('4T1.csv'); %N DE 2 SIN TAPA

%CANCER DE MAMA DE HUMANO

%MEDIOS DE CULTIVO

Hx=importdata('F12_10A.csV'); %N DE 2 SIN TAPA
Ix=importdata('MEM.csV"); %N DE 2 SIN TAPA
Jx=importdata('RPMI.csV"); %N DE 3 SIN TAPA
Kx=importdata('F12.csv"; %N DE 6 SIN TAPA

%LINEAS CELULARES

Lx=importdata('MCF10A.csv"; %N DE 2 SIN TAPA
Mx=importdata('MCF7.csv'); %N DE 2 SIN TAPA
Nx=importdata('BT549.csv"); %N DE 2 SIN TAPA
Ox=importdata('MDAMB468.csV"); %N DE 2 SIN TAPA
Px=importdata( MDAMB231.csV'); %N DE 2 SIN TAPA
wave=Ax.data(;,1); %MATRIZ DE LONGITUDES DE ONDA
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%MEDIOS DE CULTIVO

A=Ax.data(;,2:13); %medio de cultivo DMEM_STF
[al,a2]=size(A); %numero de filas y columnas de la matriz del medio de cultivo
a3=mean(A(:,2:a2),2); %promedio del medio de cultivo + plastico

B=Bx.data(:,:); %medio de cultivo DMEM_SBF
[b1,b2]=size(B); %numero de filas y columnas de la matriz del medio de cultivo
b3=mean(B(:;,2:b2),2); %promedio del medio de cultivo + plastico

H=Hx.data(:,:); %medio de cultivo F12_10A
[h1,h2]=size(H); %numero de filas y columnas de la matriz
h3=mean(H(:,2:h2),2); %promedio de células +medio + plastico

I=Ix.data(:,:); %medio de cultivo MEM
[i1,i2]=size(l); %numero de filas y columnas de la matriz
i3=mean(l(:,2:i2),2); %promedio de células + medio + plastico

J=Jx.data(:,); %medio de cultivo RPMI
[i1,j2]=size(J); %nuamero de filas y columnas de la matriz
j3=mean(J(:,2:j2),2); %promedio de células + medio + plastico

K=Kx.data(:,:); %medio de cultivo F12
[k1,k2]=size(K); %nuamero de filas y columnas de la matriz
k3=mean(K(:;,2:k2),2); %promedio de células + medio + plastico

%CELULAS DE CANCER DE MAMA DE RATON

C=Cx.data(:,)); %linea celular EPH4-EV
[c1,c2]=size(C); %nuamero de filas y columnas de la matriz
c3=mean(C(;,2:c2),2); %promedio de células + medio + plastico

D=Dx.data(:,:); %linea celular B-MEK-DD
[d1,d2]=size(D); %namero de filas y columnas de la matriz
d3=mean(D(;,2:d2),2); %promedio de células + medio + plastico

E=Ex.data(:,:); %linea celular 67NR
[el,e2]=size(E); %nuamero de filas y columnas de la matriz
e3=mean(E(:,2:€2),2); %promedio de células + medio + plastico

F=Fx.data(:,:); %linea celular 66CL4
[f1,f2]=size(F); %namero de filas y columnas de la matriz
f3=mean(F(;,2:f2),2); %promedio de células + medio + plastico

G=Gx.data(:,’); %linea celular 4T1
[91,92]=size(G); %numero de filas y columnas de la matriz
g3=mean(G(:,2:92),2); %promedio de células + medio + plastico

L=Lx.data(:,:); %linea celular MCF-10A

[11,12]=size(L); %numero de filas y columnas de la matriz
I3=mean(L(:,2:12),2); %promedio de células + medio + plastico
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M=Mx.data(:,:);
[m1,m2]=size(M);

m3=mean(M(:,2:m2),2);

N=Nx.data(:,:);
[n1,n2]=size(N);

n3=mean(N(:,2:n2),2);

O=Ox.data(:,);
[01,02]=size(0);

03=mean(0(:,2:02),2);

P=Px.data(:,:);
[pl’pZ]:Slze(P)y

p3=mean(P(;,2:p2),2);

c4=zeros();
Cl=zeros(cl,c2-1);

d4=zeros();
Dl1=zeros(d1,d2-1);

ed=zeros();
El=zeros(el,e2-1);

fd=zeros();
Fl=zeros(f1,f2-1);

g4=zeros();
Gl=zeros(gl,92-1);

l[4=zeros();
L1=zeros(I1,I12-1);

m4=zeros();
M1=zeros(ml,m2-1);

n4=zeros();
N1=zeros(nl,n2-1);

o04=zeros();
Ol=zeros(0l,02-1);

p4=zeros();
Pl=zeros(pl,p2-1);

for j=2:12

L1(-1)=(L(.D))-h3;

end

%linea celular MCF7
%numero de filas y columnas de la matriz
%promedio de células + medio + plastico

%linea celular BT-549
%numero de filas y columnas de la matriz
%promedio de células + medio + plastico

%linea celular MDA-MB-468

%numero de filas y columnas de la matriz

%promedio de células + medio + plastico

%linea celular MDA-MB-231

%numero de filas y columnas de la matriz

%promedio de células + medio + plastico
%ANALISIS ESPECTRAL

%matriz de ceros para desviacion estandar de células EPH4-EV
%matriz de ceros para espectro de células EPH4-EV

%matriz de ceros para desviacion estandar de células B-MEK-DD
%matriz de ceros para espectro de células B-MEK-DD

%matriz de ceros para desviacion estandar de células 67NR
%matriz de ceros para espectro de células 67NR

%matriz de ceros para desviacion estandar de células 66CL4
%matriz de ceros para espectro de células 66CL4

%matriz de ceros para desviacion estandar de células 4T1
%matriz de ceros para espectro de células 4T1

%matriz de ceros para desviacion estandar de células MCF-10A
%matriz de ceros para espectro de células MCF-10A

%matriz de ceros para desviacion estandar de células MCF7
%matriz de ceros para espectro de células MCF7

%matriz de ceros para desviacion estandar de células BT-549
%matriz de ceros para espectro de células BT-549

%matriz de ceros para desviacion estandar de células MDA-MB-468
%matriz de ceros para espectro de células MDA-MB-468

%matriz de ceros para desviacion estandar de células MDA-MB-231
%matriz de ceros para espectro de células MDA-MB-231

%(células + medio + plastico) - (medio + plastico) MCF-10A
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for j=2:d2
C1(:,j-1)=(C(:,j))-a3; %(células + medio + plastico) - (medio + plastico) EPH4-EV
D1(:,j-1)=(D(:,j))-a3; %(células + medio + plastico) - (medio + plastico) B-MEK-DD
E1(:,j-1)=(E(:,j))-b3; %(células + medio + plastico) - (medio + plastico) 67NR
F1(:,j-1)=(F(:,j))-b3; %(células + medio + plastico) - (medio + plastico) 66CL4
G1(:,J-1)=(G(:,)))-b3;%(células + medio + plastico) - (medio + plastico) 4T1
M1(:,j-1)=(M(:,)))-i3; %(células + medio + plastico) - (medio + plastico) MCF7
N1(:,j-1)=(N(.)))-3; %(células + medio + plastico) -(medio + plastico) BT-549
01(:,j-1)=(0(:,)))-k3;%(células + medio + plastico) - (medio + plastico) MDA-MB-468
P1(:,j-1)=(P(:,j))-k3; %(células + medio + plastico) - (medio + plastico) MDA-MB-231

end

for k=1:421
c4(k)=std(C1(k,1:c2-1)); %desviacion estandar de células EP-H4EV
d4(k)=std(D1(k,1:d2-1));  %desviacion estandar de céelulas B-MEK-DD
ed(k)=std(E1(k,1:e2-1)); %desviacion estandar de células 67NR
f4(k)=std(F1(k,1:f2-1)); %desviacion estandar de células 66CL4
g4(k)=std(G1(k,1:g2-1)); %desviacion estandar de células 4T1
l4(k)=std(L1(k,1:12-1)); %desviacion estandar de células MCF-10A
m4(k)=std(M1(k,1:m2-1)); %desviacion estandar de células MCF7
n4(k)=std(N1(k,1:n2-1));  %desviacion estandar de células BT-549
04(k)=std(O1(k,1:02-1));  %desviacion estandar de células MDA-MB-468
p4(k)=std(P1(k,1:p2-1)); %desviacion estandar de células MDA-MB-231

end

plot(wave,mean(C1,2),r',wave,mean(D1,2),'g',\wave,mean(El,2),' b',wave,mean(F1,2),'c',...
wave,mean(G1,2),'m','LineWidth’,2),

legend('EPH4-EV','B-MEK-DD','6 7NR','66CL4','4T1"); %RATON

title('Comparacion entre lineas celulares de cancer de mama de raton');

plot(wave,mean(L1,2),"r',wave,mean(M1,2),'g',wave,mean(N1,2),b',wave,mean(01,2),c,...
wave,mean(P1,2),'m','LineWidth',2),

legend('MCF10A','MCF7','BT-549','MDA-MB-468', MDA-MB-231"); %HUMANO

title('Comparacion entre lineas celulares de cancer de mama de humano');

plot(wave,mean(C1,2),r',wave,c4','r.',wave,mean(D1,2),'g',wave,d4','qg.’,...
wave,mean(El,2),'b',\wave,ed','b. \wave,mean(F1,2),'c',\wave,f4','c.',...
wave,mean(G1,2),'m',wave,g4','m.",'LineWidth',2),

legend('EPH4-EV','DesvEst EPH4-EV','B-MEK-DD','DesvEst B-MEK-DD','67NR’,'DesvEst

67NR','66CL4','DesvEst 66CL4','4T1','DesvEst 4T1"); %RATON

title('Comparacion entre lineas celulares de cancer de mama de ratén con desviaciones

estandar’);

plot(wave,mean(L1,2),r',wave,l4,r.",\wave,mean(M1,2),'qg',wave,m4,'g.’,...
wave,mean(N1,2),'b’,wave,n4,'b.",\wave,mean(01,2),'c',wave,04,'c.',...
wave,mean(P1,2),' m',wave,p4,'m.",'LineWidth',2),...
legend('MCF-10A','DesvEst MCF-10A','MCF-7','DesvEst MCF-7','BT-549',...
'DesvEst BT-549','MDA-MB-468','DesvEst MDA-MB-468','MDA-MB-231','DesvEst MDA-MB-
231"); % HUMANO
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title('Comparacion entre lineas celulares de cancer de mama de humano con desviaciones
estandar’);

plot(wave,mean(C1,2),r',wave,mean(D1,2),'g',wave,mean(E1,2),'b',wave,mean(F1,2),'c',...
wave,mean(G1,2),'m',wave,mean(L1,2),'r.",wave,mean(M1,2),'g.",wave,mean(N1,2),b.",...
wave,mean(01,2),'c.',wave,mean(P1,2),'m.",'LineWidth’,2),...

legend('EPH4-EV','B-MEK-DD','67NR','66CL4",'4T1','MCF-10A",'MCF-7','BT-549',...
'MDA-MB-468', MDA-MB-231"); % TODAS LAS LINEAS CELULARES

title('Comparacion entre lineas celulares de cancer de mama');

grid on

grid minor

xlabel('Longitud de onda [nm]’);
ylabel('Intensidad [arb]");
axis([280 700 -0.01 0.15])

6.3. Lectura del espectro de las lineas celulares de cancer de mama.

Con ayuda del programa informatico presentado en el apartado anterior se lograron
obtener dos figuras, las cuales muestran el espectro de las lineas celulares de cancer
de mama de origen murino (Grafica 2) y de origen humano (Grafica 3). Mientras que
en la Grafica 4 se presentan las 10 lineas celulares, tomando en cuenta que las
sefialadas como lineas continuas son de origen murino, mientras que las marcadas

como punteadas de origen humanao.

Comparacion entre lineas celulares de cancer de mama de ratén
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Gréfica 2. Comparacion entre lineas celulares de cancer de mama de ratén.La invasividad de las
lineas celulares de arriba hacia abajo en la etiqueta de las gréaficas: 1) Células sanas (EpH4EV); 2)
Células poco invasivas (B-MEK-DD); 3) Células no invasivas (67NR); 4) Células que hacen metéstasis

en el pulmén (66Cl4); 5) Células que hacen metastasis en pulmén, cerebro, higado, hueso, ganglio
linfatico, sangre, abdomen (4T1) [81], [76].
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Comparacion entre lineas celulares de cancer de mama de humano
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Gréfica 3. Comparacion entre lineas celulares de cancer de mama de humano. El subtipo de cancer de
las lineas celulares que se enlistan de arriba hacia abajo en la etiqueta de las gréaficas: 1) Células
epiteliales normales (MCF10A); 2) Células epiteliales positivas a receptoras de estrogenos (MCF7);
3),4) y 5) Células triple negativo (BT-549, MDA-MB-468, MDA-MB-231) [72], [73], [74], [75].
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Gréfica 4. Comparacion entre lineas celulares de cancer de mama de origen murino y humano. Las li-
neas celulares de cancer de mama murino se presentan con una linea continua, mientras que las de
origen humano se muestran con una linea punteada. Ambos grupcos de lineas celulares (murino y
humano) se enlistan en orden ascendente con respecto al grado de malignidad de cada especie.
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Cabe destacar que los resultados obtenidos se encuentran basados en un criterio
aritmético, es decir, s6lo se toma en cuenta una resta aritmética de los componentes
involucrados en la lectura espectrofotométrica menos todo aquello que no sean células
(medio de cultivo y plastico de poliestireno), pero se sabe que una resta asi de simple
podria carecer de rigor y por lo tanto no se obtendrian resultados concluyentes. No
obstante, los resultados obtenidos por medio del lector de microplacas Synergy™ 4 no
son despreciables, porque brindan evidencia de la existencia de posibles diferencias
espectrales con una desviacion estandar aceptable.

De las graficas anteriores, se compard y se encontré que entre las diferentes lineas

celulares, se pueden apreciar cuatro rangos diferentes de interés, estos son:

e 280 nm-—300 nm. e 371 nm-400 nm.
e 301 nm-370 nm. e 526 nm-600 nm.

Sin embargo, es necesario el refinamiento de estas mediciones por medio de mayor

cantidad de experimentos independientes para disminuir la desviacion estandar.

6.4. Analisis de las diferencias espectrales de las lineas celulares de cancer de

mama segun sus caracteristicas de malignidad.

Las caracteristicas espectrales de las moléculas biolégicas como los aminoacidos,
proteinas, coenzimas y grupos prostéticos nos permiten identificarlos mediante sus
espectros de absorcidn, asi como cuantificarlos en el rango espectral correspondiente
a sus maximos de absorbancia. Diversas alteraciones metabolicas se han asociado al
proceso tumorigénico [2], por lo que el analisis de biomoléculas mediante sus
espectros de absorcién podria correlacionar con las caracteristicas biolégicas o
metabdlicas del tumor. Por tanto, el analisis in vitro de las lineas celulares de cancer
de mama podria brindar informacion importante para la identificaciéon de una posible
correlacién con el subtipo del cancer y/o su grado de malignidad. En este trabajo se
evalu6 la factibilidad de encontrar cambios asociados a las caracteristicas de
malignidad en diversas lineas celulares a través de la absorbancia presentada en el
rango UV — Visible del espectro electromagnético, siendo el UV el rango en donde las

biomoléculas presentan una mayor absorbancia [77], [78], [80].
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El diagnoéstico de cancer de mama puede realizarse a través de diversos métodos de
deteccion tales como la autoexploracion, examen clinico, mastografia, resonancia
magnética, entre otros [27]. No obstante, cuando se busca la determinacion del grado
de malignidad de un tumor, las principales técnicas de deteccidén de cancer de mama
carecen de la exactitud necesaria para obtener un resultado confiable [10], es decir,
depende de la capacidad del personal médico encargado de la determinacion del
grado de malignidad, con la ayuda de una biopsia practicada por un médico patélogo.

En este trabajo se realizé un estudio espectrofotométrico con 10 lineas celulares de
cancer de mama (cinco de origen humano y cinco de origen murino), se realizé dicha
eleccién tomando en cuenta los subtipos de cancer al que pertenecen, con el fin de
obtener una idea general del comportamiento espectral de estas lineas celulares con

respecto a sus caracteristicas de malignidad.

Con base en el hecho de que el medio intracelular contiene diversas moléculas
biologicas, tales como aminoacidos, azucares y nucleotidos, los cuales, a su vez,
presentan espectros de absorcion en parte del rango electromagnético comprendido
por el UV y el visible [77], el analisis de las lineas celulares de cancer de mama se

enfoco en dicho rango.

De lo anterior, se sugiere que el analisis espectral de estas lineas celulares puede
presentar una buena sensibilidad en el UV cercano, asi como en ciertas longitudes de
onda del rango visible, con el fin de detectar posibles cambios en los niveles de
concentracion de dichos compuestos biologicos, siendo ésta un area de interés para
el estudio del cancer de mama debido a una atribucion de color segun la longitud de
onda absorbida [78] y de la cantidad de instrumentos que trabajan en este rango del

espectro electromagnético.

Con base en lo anterior, se realiz6 un analisis en las longitudes de onda promedio en
donde se registran las maximas absorbancias de estos compuestos bioldgicos, los
cuales se muestran en las graficas 5 — 11 para las lineas celulares de origen humano,

mientras que para las de origen murino, se muestran en las gréficas 12 — 18.
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Cabe destacar que, debido a la resolucibn maxima de 1 nm del espectrometro
empleado en este proyecto, se debid realizar un ajuste en dos de las longitudes de
onda en la que los amino&cidos presentan mayor absorcion en el rango visible [77],
dicho ajuste se realiz6 a las longitudes de onda de 403.7 nmy 568.3 nm, redondeando

estos numeros a 403 nmy 568 nm respectivamente.

A continuacion, se presentan las estadisticas para las longitudes de onda de interés,
las cuales se obtuvieron Unicamente con dos experimentos independientes (n=2). Los
autores estan conscientes de que esto no representa un resultado estadisticamente
vélido, debido a que el minimo de experimentos independientes para validar un
experimento es de tres, sin embargo, esto representa una aproximacion a los

resultados que se obtendrian con experimentos futuros.

Como se puede observar en la Grafica 5, s6lo la linea celular MDA-MB-468 presento
una diferencia significativa en las absorbancias, sin embargo, no se puede relacionar
con el subtipo de cancer de mama al que pertenece, debido a que las otras dos lineas
celulares triple negativo (TN), BT-549 y MDA-MB-231, no presentaron una tendencia

similar a disminuir su absorcién en esta longitud de onda.
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Gréfica 5. Analisis espectral de lineas celulares de cancer de mama de humano a 290 nm.

El simbolo (*) representa la comparacion con la linea celular MCF-10A. Datos mostrados
con error estdndar donde p=0.0014, n=2. Anova de una via.
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Por su parte, la longitud de onda de 340 nm, representado en la Gréfica 6, se observo
una tendencia a disminuir la absorbancia de la linea celular MCF-7. Dado que las
coenzimas NADH y NADPH, ambas en su forma reducida, presentaron un maximo de
absorcion a esta longitud de onda [78], deber& estudiarse una posible diferencia de
concentracion de las coenzimas o el estado de 6xido-reduccion de éstas en futuros

experimentos.
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Gréfica 6. Andlisis espectral de lineas celulares de cancer de mama de humano a 340 nm.
El simbolo (*) representa la comparacioén con la linea celular MCF-10A. Datos mostrados
con error estandar donde p=0.0018, n=2. Anova de una via.

Asi mismo, la absorbancia de la linea celular MCF-7 present6 una tendencia a
disminuir en la longitud de onda de 375 nm (Gréfica 7), lo cual es importante debido a
gue es una de las longitudes de onda donde se encuentra el pico de absorcion de los
nucleotidos de flavina: flavin adenin dinucleo6tido (FMN) y flavin mononucleétido (FAD)
[78], por lo cual se propone una baja concentracion de estos en las lineas celulares

positivas a receptores de estrogenos (ER+).

De las absorbancias registradas en la Gréfica 8, a 404 nm, nuevamente la ER+ se
encontrd con una tendencia a disminuir, lo cual, en este caso puede ser debido a una
baja concentracién de aminoacidos detectables en esta longitud de onda [77]. Ademas,
la linea celular MDA-MB-231 presentd una tendencia a aumentar dicha concentracion,
aunque no se puede correlacionar con el subtipo de cancer TN, ya que las otras dos

lineas celulares TN no presentaron esta tendencia.
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Absorbancia a 375 nm
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Gréfica 7. Andlisis espectral de lineas celulares de cancer de mama de humano a 375 nm.

El simbolo (*) representa la comparacién con la linea celular MCF-10A. Datos mostrados
con error estandar donde p<0.0001, n=2. Anova de una via.

Absorbancia a 404 nm
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Gréfica 8. Analisis espectral de lineas celulares de cancer de mama de humano a 404 nm.
El simbolo (*) representa la comparacion con la linea celular MCF-10A. Datos mostrados
con error estdndar donde p<0.0001 (MCF-7) y p=0.0434 (MDA-MB-231), n=2. Anova de
una via.

Del mismo modo, en las graficas 9 y 10, la linea celular MCF-7 (ER+), mostré una

absorbancia con tendencia a disminuir en comparacion con la linea celular MCF-10A,

las cuales son células epiteliales normales de mama. Al igual que en la longitud de

onda de 375 nm, en 445 nmy 450 nm, lo anterior sugiere menores concentraciones
de FMN y FAD [78].
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Absorbancia a 445 nm
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Gréfica 9. Analisis espectral de lineas celulares de cancer de mama de humano a 445 nm.
El simbolo (*) representa la comparacién con la linea celular MCF-10A. Datos mostrados
con error estandar donde p<0.0001, n=2. Anova de una via.

Absorbancia a 450 nm
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Gréfica 10. Andlisis espectral de lineas celulares de cancer de mama de humano a 450 nm.
El simbolo (*) representa la comparacion con la linea celular MCF-10A. Datos mostrados
con error estdndar donde p<0.0001, n=2. Anova de una via.

Finalmente, en la longitud de onda de 568 nm (Grafica 11), no se presentaron posibles
cambios de la concentracion de aminoacidos presentes en las lineas celulares.
Aunque se observa una tendencia a disminuir, la absorbancia en las lineas celulares
MCF-7 y MDA-MB-468, no es estadisticamente significativa, por lo que a esta longitud
de onda no se encontré correlacion alguna con respecto al subtipo de cancer al que

pertenece y/o su caracteristica de malignidad.
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Absorbancia a 568 nm
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Gréfica 11. Andlisis espectral de lineas celulares de cancer de mama de humano a 568 nm.
No se encuentran diferencias estadisticamente significativas.

A continuacion, se realiza el analisis de las mismas longitudes de onda presentadas
anteriormente, pero ahora en las lineas celulares de cancer de mama de raton. Como
se podra observar en las graficas 12 — 18, se refleja claramente una tendencia a

disminuir la absorcion de izquierda a derecha.

En el caso de las células de raton, se utilizé como control la linea celular EpH4 — EV,
por tratarse de células epiteliales mamarias normales de raton [81]. A su vez, esta
misma linea celular, al ser modificada por la proteina cinasa MEK1 constitutivamente
activa, adquiere caracteristicas de malignidad y se vuelve levemente metastasica [81].
Por su parte, la linea celular 67NR tiene la capacidad de formar tumores, pero no de
hacer metastasis; la 66CL4 sélo hace metastasis a pulmon; y la 4T1 hace metastasis

a pulmédn, hueso, ganglios linfaticos, sangre, abdomen, etc. [76].

Por lo tanto, en la longitud de onda de 290 nm presentada en la Grafica 12, se observé
una tendencia a disminuir la absorcién en relacion con la capacidad metastasica de
las lineas celulares, de tal manera que a mayor metastasis existe una menor
absorcion, sugiriendo diferencias en la concentracién de moléculas que absorben en

este rango, como los aminoacidos [77], presentes en el interior de las células.
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Absorbancia a 290 nm
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Gréfica 12. Andlisis espectral de lineas celulares de cancer de mama de ratén a 290 nm.
El simbolo (*) representa la comparacion con la linea celular EPH4-EV. Datos mostrados
con error estandar donde p=0.0027 (BMEK-DD), p=0.0079 (67NR), p<0.0001 (66CL4 y
4T1), n=2. Anova de una via.

Por otro lado, en la Grafica 13 se observo un comportamiento diferente a 340 nm. En
las lineas celulares TN, las lineas celulares que no presentan caracteristicas
metastasicas presentaron una absorbancia positiva (67NR), contrario a las células que
si presentan dicha caracteristica (66CL4 y 4T1), quienes indican una absorbancia
negativa. Sugerimos que estos cambios de absorbancia se deban a cambios en la
concentracion de moléculas que absorben en este rango, como las coenzimas NADH
y NADPH [78].
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Gréfica 13. Andlisis espectral de lineas celulares de cancer de mama de ratén a 340 nm.
El simbolo (*) representa la comparacion con la linea celular EPH4-EV. Datos mostrados
con error estandar donde p<0.0001, n=2. Anova de una via.
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Es importante aclarar que, a pesar de ser ligeramente metastasica [81], la linea celular
BMEK-DD solamente es una modificacién de la linea celular EPH4-EV, por lo cual no
se esperan cambios importantes en la de concentracion de las coenzimas

mencionadas.

Asi mismo, a 375 nm (Gréfica 14), se puede observar un comportamiento similar a la
longitud de onda anteriormente analizada, aunque en esta ocasion posiblemente
debida a la concentracion de los nucleotidos de flavina (FMN y FAD) [78]. Ademas, se
observa en ambas longitudes de onda, dentro de las lineas celulares triple negativo
metastasicas (66L4 y 4T1), una tendencia a aumentar su absorcion a mayor capacidad
metastasica, denotando diferencias estadisticas con respecto a la linea celular

tumorigénica no metastasica (67NR).
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Gréfica 14. Andlisis espectral de lineas celulares de cancer de mama de ratén a 375 nm.
El simbolo (*) representa la comparacion con la linea celular EPH4-EV. Datos mostrados
con error estdndar donde p<0.0001, n=2. El simbolo (#) representa la comparacion con
la linea celular 67NR. Datos mostrados con error estandar donde p=0.0001 (66CL4) y
p=0.0011 (4T1), n=2. Anova de una via.

En la Grafica 15 se aprecia el analisis a 404 nm, en donde se presentd el mismo
comportamiento que en las dos Ultimas longitudes de onda anteriores, a pesar de ser

el rango en donde se identifican algunos aminoacidos [77].
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Absorbancia a 404 nm
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Gréfica 15. Andlisis espectral de lineas celulares de cancer de mama de ratén a 404 nm.
El simbolo (*) representa la comparacion con la linea celular EPH4-EV. Datos mostrados
con error estandar donde p=0.0001 (BMEK-DD) y p<0.0001 (67NR, 66CL4, 4T1), n=2. El
simbolo (#) representa la comparacion con la linea celular 67NR. Datos mostrados con
error estandar dénde p<0.0001 (66CL4) y p=0.0004 (4T1), n=2. Anova de una via.

Siguiendo con el comportamiento demostrado a 375 nm (Gréfica 14), tanto a 445 nm
como a 450 nm (Graficas 16 y 17), todas siendo longitudes de onda en donde se
presenta absorcion de los nucledtidos de flavina FMN y FAD [78], las lineas celulares
TN no metastasicas tienen una absorbancia positiva, no asi las TN metastasicas.
Ademas, estas Ultimas presentan una tendencia a aumentar su absorcion a mayor

capacidad metastasica.
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Gréfica 16. Andlisis espectral de lineas celulares de cancer de mama de raton a 445 nm.
El simbolo (*) representa la comparacion con la linea celular EPH4-EV. Datos mostrados
con error estdndar donde p<0.0001, n=2. El simbolo (#) representa la comparacion con
la linea celular 67NR. Datos mostrados con error estandar donde p<0.0001 (66CL4) y
p=0.0005 (4T1), n=2. Anova de una via.

79



Absorbancia a 450 nm
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Gréfica 17. Andlisis espectral de lineas celulares de cancer de mama de ratén a 450 nm.

El simbolo (*) representa la comparacion con la linea celular EPH4-EV. Datos mostrados

con error estandar donde p<0.0001, n=2. El simbolo (#) representa la comparacion con

la linea celular 67NR. Datos mostrados con error estandar donde p<0.0001 (66CL4) y

p=0.0004 (4T1), n=2. Anova de una via.
Finalmente, en la longitud de onda de 568 nm (Grafica 18), se observé una tendencia
a disminuir la absorcion en relacion con la capacidad metastasica de las lineas
celulares, de tal manera que se sugiere que a mayor capacidad metastasica existe una
menor concentracion de moléculas que absorben en ese rango, como los aminoacidos
[77], aunque estas diferencias no son estadisticamente significativas, a excepcion de

la que se presenta en la linea celular 4T1.
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Gréfica 18. Andlisis espectral de lineas celulares de cancer de mama de ratén a 568 nm.
El simbolo (*) representa la comparacion con la linea celular EPH4-EV. Datos mostrados
con error estandar donde p=0.0011, n=2. El simbolo (#) representa la comparacion con
la linea celular 67NR. Datos mostrados con error estdndar donde p=0.0067, n=2. Anova
de una via.
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7.Conclusiones y perspectivas

7.1. Conclusiones

Se sugiere que la absorbancia de las lineas celulares de cancer de mama positivas
a receptores de estrogenos (ER+), de origen humano, es menor con respecto a
las células epiteliales de mama no tumorigénicas en longitudes de onda dentro del
rango UV-AYy el visible.

El comportamiento de las lineas celulares de cancer de mama triple negativo de
origen murino sugiere que a mayor capacidad metastasica existe una menor

absorcion en el rango UV-B y en el rango Verde — Amarillo del visible.

Para las lineas celulares de cancer de mama triple negativo de origen murino, se
sugiere que, desde el rango UV-A hasta las longitudes de onda correspondientes
con el color azul del visible, la caracteristica de metastasis se presenta como una

absorbancia negativa a diferencia de las no metastasicas.

7.2. Perspectivas

Realizar una mayor cantidad de mediciones espectrales, asi como realizar
compensaciones por temperatura para disminuir las desviaciones entre diferentes

mediciones.
Emplear un espectrofotdmetro con una mayor resolucion espectral.
Extender el rango de longitudes de onda analizadas en el ultravioleta (UV).

Emplear materiales que no absorban las longitudes de onda en las que se lleven

a cabo las mediciones espectrales.
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8. Anexos

9.1 Anexo 1: Reactivos

Reactivos empleados en medios de cultivo.

Reactivos Marca
DMEM/HAM’S F12 Caisson Laboratories, Inc.
Minimum Essential Medium (MEM) Caisson Laboratories, Inc.

Roswell Park Memorial Institute _ )
Caisson Laboratories, Inc.

(RPMI)
Medio DMEM Caisson Laboratories, Inc.
Suero de caballo Biowest®
EGF Peprotech
Hidrocortisona Sigma
Toxina Colérica Sigma
Insulina Sigma - Aldrich
Penicilina/Estreptomicina Sigma - Aldrich
Suero Bovino Fetal Biowest®
Suero de Ternera Fetal Biowest®
Bicarbonato de Sodio Caisson Laboratories, Inc.
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9.2 Anexo 2: Medios de cultivos

Medio de cultivo para la linea celular MCF-10A.

Sustancias Volumen
Medio DMEM/HAM’S F12 100 ml
Suero de caballo 5ml
EGF 100 pg/ml stock 20 pl
Hidrocortisona 50 pl
Toxina Colérica 10 pl
Insulina 100 pl
1ml

Penicilina/Estreptomicina

Medio de cultivo para la linea celular MCF-7

Sustancias Volumen
Medio MEM 100 ml
Suero Bovino Fetal 10%
Penicilina/Estreptomicina 1% 1mi
100

Insulina 0.1%

Medio de cultivo para la linea celular BT-549.

Sustancias Volumen
Medio RPMI 100 ml
Suero Bovino Fetal 10%
Insulina 0.2 U/ml 74 ul
1ml

Penicilina/Estreptomicina 1%
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Medio de cultivo para la linea celular MDA-MB-468 y MDA-MB-231.

Sustancias Volumen
Medio DMEM/HAM’S F12 100 ml
Suero Bovino Fetal 10%
Penicilina/Estreptomicina 1% 1ml

Medio de cultivo para la linea celular EpH4-Ev y BMEK-DD.

Sustancias Volumen
Medio DMEM 100 mi
Suero de Ternera Fetal 10%
Penicilina/Estreptomicina 1% 1ml

Medio de cultivo para las lineas celulares 67NR, 66CL4 y 4T1.

Sustancias Volumen
Medio DMEM 100 mi
Suero Bovino Fetal 10%
Penicilina/Estreptomicina 1% 1mi
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