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Capitulo 1

Introduccion

El cancer es una enfermedad en la cual las células en el cuerpo se multiplican sin con-
trol. Cuando este comienza en el cuello del dtero, se llama cancer cervicouterino, cancer
de cérvix, o cdncer del cuello del tdtero. El cincer se puede extender a otras partes del
cuerpo posteriormente[1]. El cdncer cervicouterino es una de las principales causas de
muerte por cdncer entre las mujeres de todo el mundo. La mayoria de esas defuncio-
nes ocurren en paises de ingresos bajos y medianos. La causa primaria de las lesio-
nes precancerosas y del céncer cervicouterino es la infeccidn persistente o crénica por
uno o mds de los tipos “de alto riesgo” (u oncégenos) del virus del papiloma humano
(VPH)[2].

En estos pacientes un sistema de marcadores tumorales (biomarcador) podria ser una
herramienta adicional para derivar el estado del tumor (benigno, maligno). Subsecuen-
temente, tales marcadores pueden ser utiles para correlacionarse con la respuesta al tra-
tamiento anti-cancer y a la recurrencia de la enfermedad. Al existir incrementos en los
niveles de dcido sidlico, dicho biomarcador puede ser considerado como un biomarcador
inflamatorio potencial que serviria para ayudar en el diagndstico, tamizaje y/o monito-

reo de la terapia de los pacientes diagnosticados con este tipo de cancer. Asi, utilizando



Introduccion

Espectroscopia Raman mediante la técnica de SERS (Dispersion Raman Amplificada
por Superficie) con nanoparticulas de plata (AgNPs) se busca determinar las concentra-
ciones de 4cido sidlico en pacientes femeninas con cdncer cervicouterino invasor y con
lesiones precancerosas para determinar si existe un incremento en la concentracion de
acido sidlico en saliva que nos permita determinar el estadio de las personas con respec-
to al desarrollo del cancer. Existen pruebas previas con esta técnica en las cuales ya se
ha medido la concentracion de 4cido sidlico en mujeres con otro tipo de afecciones las
cuales han proporcionado muestras de saliva y se les ha determinado la concentracién
de 4cido sidlico mediante esta metodologia[3].

Asi mismo, se pretende hacer una comparativa con mujeres diagnosticadas con cancer
cervicouterino invasor y lesiones precancerosas para determinar si hay un incremen-
to de este biomarcador, como también hacer la medicién en una poblacién sana, con
enfermedad de gingivitis y con enfermedad periodontal, esto es para evitar que las en-
fermedades bucodentales (gingivitis y periodontitis) sean una variable confusora en el
estudio del céncer cervicouterino, debido a que la muestra es en saliva y puede causar
confusion en la medicion de esta por la cercania de la saliva y la localizacion de dichas

enfermedades.
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Capitulo 2

Marco Teorico

2.1 Cancer Cervicouterino (CaCu)

sQué es?

El cancer es una enfermedad en la cual las células en el cuerpo se multiplican sin con-
trol. Cuando este comienza en el cuello del dtero, se llama cancer cervicouterino, cancer
de cérvix, o cancer del cuello del tdtero, que denominaremos CaCu. El céncer se puede
extender a otras partes del cuerpo posteriormente, por el efecto conocido de la metasta-
sis.

La infeccidn por el virus del papiloma humano (VPH) es la causa principal de céncer de
cuello uterino en las mujeres [1].

Aunque la mayoria de los casos de cancer cervicouterino se pueden prevenir mediante
la deteccion y el tratamiento de rutina de las lesiones precancerosas, el cancer cervi-
couterino es la principal causa de mortalidad por céncer entre las mujeres en los paises
en desarrollo [4].

Estadisticas

El céncer cervicouterino es un problema de salud publica mundial. En 2018, a pesar

de ser prevenible, el CaCu es el cuarto tipo de cancer que produce mds muertes en la
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poblacion femenina (ver Fig. 2.1 en color naranja) y el séptimo en todo el mundo, lo
que representa aproximadamente 9 de cada 10 muertes por cancer en regiones menos
desarrolladas (87 %).

Los informes estadisticos de 2018 registraron 569,847 de casos nuevos, lo que repre-
senta una tasa de incidencia ajustada por edad de 13.1 por 100,000 mujeres. Las regio-
nes de alto riesgo (con tasas de incidencia estandarizadas por edad estimadas de > 30
por 100,000 mujeres) incluyen Africa del Sur (43.1), Melanesia (22.7) y Africa media
(26.8). Las tasas mds bajas se presentaron en Australia/Nueva Zelanda (6.0) y en Asia
occidental (4.1) (ver Fig. 2.2) también se registraron 311,365 de muertes con una tasa
de mortalidad estandarizada por edad de 6.9 por 100,000 mujeres, de las regiones de la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) Africa del Sur y Occidental tienen la mortali-
dad mas alta en todo el mundo (20 y 30 muertes por 100,000, respectivamente) (ver Fig.
2.3). Si las tendencias actuales no cambian, el nimero de muertes en América Latina
aumentard un 45 % para el afio 2030. Las tasas de muerte son tres veces mds altas en
América Latina y el Caribe que en América del Norte, lo que evidencia sus enormes
disparidades de salud. Aproximadamente el 85 % de las mujeres que mueren de CaCu

residen en paises en desarrollo [4],[5].

Numero estimado de muertes en 2018, MUNDIAL, todos los tipos de cancer, femenina, todas las edades
~ Mama

& 626670 (15%)

Otros tipos de cancer-,.
1550 907 (37.2%)

«— Pulmén
576 060 (13.8%)

*. Colorecto
396 568 (9.5%)
Pancreas _ - Cervicouterino
205332 4995 T 3N (1.5%)
Higado /'
——Estomago
233 256 (5.6%) 269130 (6.5%)

Total : 4 169 387

Figura 2.1: Ndmero de muertes estimadas mundiales en 2018 de todos los tipos de

céancer en poblacion femenina de todas las edades [5].
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Razon de incidencia estimada en edad estandarizada (MUNDIAL), en 2018, CaCu, todas las edades

ASR (Mundial) por 100,000

2260
181-260
11.5-18.1

73015 I Notapplicable
3 No data

sgreement

Figura 2.2: Tasas de incidencia estandarizadas por edad estimadas en 2018 para cancer

cervicouterino de todas las edades [5].

Razén de mortalidad estimada en edad estandarizada (MUNDIAL), en 2018, CaCu, todas las edades

ASR (Mundial) por 100,000

2173
94173
5594
<27

Figura 2.3: Tasas de mortalidad estandarizadas por edad estimadas en 2018 para cdncer

cervicouterino de todas las edades [5].

En México, el cancer cervicouterino se considera un problema de salud publica, y este
cancer es la segunda causa mds comuin de tumores malignos en mujeres > 25 afios,
sOlo detrds del cancer de mama que se encuentra en primer puesto (Ver Fig. 2.4). Su
relevancia es considerable; es la neoplasia con la segunda tasa de incidencia mds alta y
la segunda causa de muerte entre las mujeres de todas las edades. Los grupos de edad
mads afectados son de 50 a 59 afos y de 30 a 49 afios. El CaCu represent6 el 7.5 %
(190,667) de todos los casos nuevos de céncer y el 9.6 % (83,476) del total de muertes

femeninas por céncer en 2018 [4].
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Namero estimado de muertes en 2018, MEXICO, todos los tipos de cancer, femenina, todas las edades

, Mama
& 6884 (16%)

Oftros tipos de cancer -,
16 840 (39.2%) < Cervicouterino
4121 (9.6%)

<+ Higado
3507 (8.2%)

- Colorecto

Pulmén
2652 (6.2%) \ 3365 (7.8%)
N

Ovario -4 Estomago
2765 (6.4%) 21833 (6.6%)

Total : 42 967

Figura 2.4: Nimero de muertes estimadas en México en 2018 de todos los tipos de

céancer en poblacion femenina de todas las edades [6].

2.2 Lesiones Precancerosas (NICs)

Las lesiones precancerosas son una etapa precursora del cancer cervicouterino. Estas
lesiones pueden transformarse en céncer a lo largo de muchos afios si no se detectan.
Aunque no hay una cura para la infeccién por VPH, las verrugas, lesiones y cambios
precancerosos y cancerosos causados por el virus pueden ser tratados [1].

De acuerdo con la historia natural de CaCu se ha mostrado que este estd precedido por
una serie de lesiones celulares dentro del epitelio endocervical. Estas lesiones, consi-
deradas como preinvasoras (precancerosas), son denominadas como Neoplasia Intraepi-
telial Cervicouterina (NIC) o Lesion Escamosa Intraepitelial (LEI) de acuerdo con el
sistema Bethesda. Desde el punto de vista histologico la clasificacion de LEI depende
del grado de lesién celular dentro del epitelio y esta clasificacion estd disefiada para
estandarizar el sistema de reporte para la prueba de Papanicolaou [7].

Las lesiones mds invasivas estin precedidas por una NIC o LEI. La mayoria de las NICs
se desarrollan en la zona de transformacidn del cuello uterino, que se encuentra en la
unién entre el epitelio columnar endocérvix y el epitelio escamoso ectocérvix. Esta drea

se denomina zona de transformacion porque sufre un proceso de metaplasia epitelial
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columnar hacia el orificio cervical externo en respuesta a diferentes factores, como el
pH y los cambios hormonales, a lo largo de la vida de la mujer. Se clasifican como: NIC
1, en la que sélo se afecta el tercio inferior del epitelio; NIC 2, en la cual la lesion se
extiende hasta el tercio medio del epitelio, y NIC 3, en la cual la lesion se ha extendido
por todo el espesor del epitelio. El tiempo medio para un desarrollo de carcinoma in situ
o una NIC 3 desde el momento de una infeccién inicial por VPH16 es de entre 7 y 12
afios, mientras que en una NIC 1 positivo al VPH de alto riesgo, el tiempo de desarrollo
es de 6 afos [4] (Ver Fig. 2.5). En la Tabla 2.1 se puede ver la clasificacion de acuerdo

con la terminologia NIC y LEI.

e |

.
Utero o/ 1N _3 \
Vagina ' .+
|

NORMAL NIC | NIC I NIC 1ii

Figura 2.5: Progresion de las lesiones precancerosas del CaCu desde un cérvix normal
hasta una NIC III (parte de arriba: vista completa del aparato reproductor, parte de

abajo: vista del cérvix a través de la vagina) [8].
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Tabla 2.1: Displasia correspondiente a las terminologias NIC y LIE utilizadas para

clasificar las lesiones precursoras de cancer cervicouterino [9]

Terminologia de displasia Terminologia NIC | Terminologia LIE (Sistema de Bethesda)
Displasia leve o discairiosis, atipia coilocitética, condiloma plano (antiguo Papanicolaou clase I1I) NIC 1 () Lesion Intraepitelial Escamosa de bajo grado
Displasia moderada o discairiosis (antiguo Papanicolaou clase V) NIC 2 (I) Lesién Intraepitelial Escamosa de alto grado
Displasia grave o discairiosis (Papanicolaou antiguo clase IV) NIC3 (1II) Lesion Intraepitelial Escamosa de alto grado
Carcinoma in situ (antiguo Papanicolaou clase V) NIC3 (III) Lesion Intraepitelial Escamosa de alto grado

Factores de riesgo

Los estudios indican que la infeccion persistente con el VPH es un requisito necesario
para el desarrollo del CaCu. Se transmite por contacto sexual, afectando a 8 de cada 10
personas (hombres y mujeres) en algin momento de su vida. S6lo una mujer de cada
10 que adquiere esta infeccion desarrollard el cancer. Algunos factores de riesgo son los

siguientes:

= Consumo de tabaco

» Enfermedades de transmision sexual como el herpes y clamidia
= Uso de hormonas orales

= Deficiencias nutricionales

= Edad de inicio de la actividad sexual y ausencia de proteccién durante la ado-

lescencia

= Miiltiples parejas sexuales [4]

Etapas clinicas

En el CaCu, la asignacion de etapas se basa en datos clinicos. Se requiere experiencia
para que la prueba sea reproducible y confiable. Por lo tanto, las reglas de estadifica-
cidn clinica se basan en exploraciones clinicas ginecoldgicas realizadas por un experto,

preferiblemente mientras la paciente se encuentra bajo anestesia (aunque esto depende
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del centro de salud). En 2009, la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia

(FIGO, por sus siglas en inglés) establecio lo siguiente (Ver Fig 2.6 y Fig. 2.7) [4]:

Etapa Descripeion
I Tumeor confinado al cuello uterino
IA Tumer con invasion diagnosticado por patologia con ma

profimdidad max. de 3 mum medida desde la capa basal v wma
extension honzontal menor oignala 7 mm
IAl | Irvasion estromal menor o igual a 3nem v extension honzontal
menoroigual a T rmum
[AZ | Irwvasion estromal mayor de 3 nan, pero menor de 5 nmm v
extension horizontal mener oignal a 7 mum
1B Tumnor clinicamente wisible confinade al cérvix o etapas
preclinicasmavores al estadio TA
IB1 | Lesion clnicaments visible menor o ignal a 4 an en su dimensidn
mayor
IB? | Lesion clinicamente wisible mayor de 4 cm en dimension mayor

T Tumor que se extiende mas alla del cuello utenno sin llegara la
parad pélvica o el tercio inferior de la vagina
ITA Tumeor que invade fondos de saco vaginal sininvasion parametnal

ITA]l [ Tumormenorde4 cm

ITA? | Tumormayor de 4 cm

IIE Tumor coninvasion parametrial sinllegar ala pared pélvica
T El tumer se extiende a la pared pélvica v/o mvelucra el tercio
inferior de wvagina y'o causa hidronefrosis, nfion excluide o
disfuncionrenal
IITA El turmor mweolucra el tercio mferior de la vagina v no se extiendea
la paredpélvica
IITE El turmor se extiende a la pared pélvica w'o causa hidronefrosis,
nfion excluide o disfuncion renal
IAY El tirmeor se extiende fiiera de la pelvis, se conprueba por biopsia
de la mmcosa vesical o rectal. El edema buloso no se considera
enfenmedad metastica
IVA El tumor rvade a la mmicosa de la vejiga o recto v'o se extiende
masalla dela pelvis
IVE MMetastasiz a distancia

Figura 2.6: Estadificacion del cancer cervicouterino segun la FIGO [10].
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Etapas clinicas del Cancer Cervicouterino

Estadio 0 Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4
Extension Carcinoma Conferido al cuello Se extienda mis Afecta la pared Invade vejiga, recto
in situ uterino Sleldgmlbes) pélvica o 1/3 inferior o metastasis
del tumor utero sin llegar a la de la vagina
pared pélvica o 1/3
inferior de la vagina
Supervivencia a 100% 85% 65% 35% 7%
Safios
Etapaen la 47% 28% 21% 4%

primera
consulta

Fondo

Trompa —
de Falopio

Cavidad -
uterina

Pared -
uterina

Corpus

7 Reet
Cérvix Pared ecto
lateral de

la pelvis

3b

Orificio -~
interno
Orificio
externo

0 & Vagi-Wave 2012 |
Vagina

Figura 2.7: Estadificacion del cancer cervicouterino, supervivencia a 5 afios y estado en

la primera consulta [11].

Métodos de tamizaje

El tamizaje es una intervencion de salud publica dirigida a una poblacion destinataria
asintomatica. El tamizaje no tiene por objeto diagnosticar una enfermedad, sino identi-
ficar a las personas con mayor probabilidad de tener la enfermedad o un precursor de
esta.

El resultado positivo primario del tamizaje es la reduccién de los casos de cancer cervi-
couterino mediante la deteccidn y tratamiento de las lesiones precancerosas antes de que
progresen hacia un cincer. Ademas, el tamizaje permite detectar el cdncer cervicouteri-
no en su fase inicial, cuando todavia puede ser tratado eficazmente.

Los riesgos del tamizaje es una tasa variable de sobre deteccion de lesiones precan-
cerosas (es decir, falsos positivos), que conduce al tratamiento innecesario de mujeres
que, de hecho, no corren mayor riesgo de céncer invasor en ese momento. No obstante,

los beneficios de detectar precozmente las lesiones precancerosas (es decir, positivos
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verdaderos) deriva en un tratamiento para prevenir su evolucion hacia un céncer.
Una buena prueba de tamizaje de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud

(OMS) [2] debe cumplir con los siguientes requisitos:

= Exactitud: la prueba confirma con alta probabilidad resultados correctos.

= Reproducibilidad: la repeticién de una misma prueba dard el mismo resultado.

= Bajo costo: posibilidad para el sistema de salud en cuanto a recursos financieros
y humanos para todas las pacientes y sus familias en cuanto al acceso a los

Servicios necesarios.

» Facilidad relativa: aplicable sin dificultades, posibilitando también sin dificul-

tades el seguimiento de las mujeres con resultados anormales.

= Aceptabilidad: es bien tolerada por la paciente y por el dispensador.

= Seguridad: el procedimiento de ejecucion de la prueba y el manejo de los casos

positivos tienen efectos adversos minimos o nulos.

= Disponibilidad: es accesible para toda la poblacion destinataria.

Se debe hacer una mencion considerable de los criterios de tamizaje cldsico de Wilson

y Junger de 1968 adoptados por la comunidad médica [12], son los siguientes:

1. La condicién buscada debe ser un problema de salud importante.

2. Serequiere un tratamiento aceptado para pacientes con enfermedad reconocida.

3. Las instalaciones para el diagndstico y tratamiento deben estar disponibles.

4. Debe haber una etapa sintomética latente o temprana reconocible.

5. Debe existir una prueba o examen adecuado.
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6. La prueba debe ser aceptable para la poblacion.

7. La historia natural de la afeccidn, incluido el desarrollo de una enfermedad

latente a una enfermedad declarada, debe entenderse adecuadamente.

8. Debe estar establecida una politica acordada sobre a quién tratar como pacien-

tes.

9. El costo de la deteccion de casos (incluido el diagnodstico y el tratamiento de
los pacientes diagnosticados) debe ser econdmicamente equilibrado en relacién

con los posibles gastos en atencion médica en general.

10. La busqueda de casos debe ser un proceso continuo y no un proyecto “de una

vez por todas”.

En teoria, la mejor prueba de tamizaje es la que tenga la tasa més baja de falsos negativos
o mayor especificidad estadistica. Los falsos negativos pueden dar lugar a un mayor
riesgo de céncer si no hay tamizaje frecuente disponible. Los falsos positivos pueden
dar lugar a tratamientos innecesarios y provocar mayor ansiedad para las pacientes [2].
El CaCu es prevenible mediante el tamizaje de las mujeres asintomaticas con el fin
de detectar y tratar las lesiones precancerosas antes de que progresen a enfermedad
invasora. Los estudios indican que, si una mujer se sometiera a una prueba de tamizaje
de cancer cervicouterino al menos una vez en la vida entre 30 y 40 afos, su riesgo de
padecer esta enfermedad se reduciria entre un 25y 36 % [13].

Los métodos de tamizaje actuales para cancer cervicouterino son los siguientes [4]:

= Método molecular: Deteccion de ADN de VPH.

e Procedimiento: La muestra, que puede ser tomada por el médico o por

la paciente misma, se coloca en un tubo con una solucion conservante
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apropiada y se envia al laboratorio (o se procesa de inmediato en el lugar

si se utiliza una prueba nueva).
e Puntos fuertes:
o La extraccion de la muestra es tan sencilla que la puede hacer la
paciente misma.
o El resultado del anélisis es definitivo.

o Si se aplica una prueba nueva, que se procesa en el lugar y da resulta-
dos rapidos, un resultado positivo puede ir seguido de un tratamiento
inmediato (visita tnica).

¢ Limitaciones:

o Requiere suministros y equipos patentados, que pueden no ser facil-
mente accesibles.

o El costo unitario suele ser elevado.

o El almacenamiento del material necesario para las pruebas pueden

ser problemadtico.

o En general, los requisitos de laboratorio y transporte de las muestras

son complejos.

o Aunque la prueba estd disponible actualmente, su resultado no es-
tard disponible de inmediato, por lo que la paciente deberd hacer
multiples visitas y ello aumenta el riesgo de que no regrese para el

seguimiento.

= Método de tamizaje visual: Inspeccion visual con acido acético (IVAA).

e Procedimiento: Un personal capacitado examina el cuello uterino no me-
nos de 1 minuto después de aplicar 4cido acético del 3 al 5 % para visua-

lizar cambios en las células del cuello uterino.
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e Puntos fuertes:

o Este método es relativamente sencillo y de bajo costo.
o Los resultados estan disponibles de inmediato.

o La IVAA puede ser realizada por una amplia variedad de personal

después de una capacitacion breve.
o Los requisitos de infraestructura son minimos.
o Un resultado positivo puede ir seguido de tratamiento inmediato (vi-
sita inica).
e Limitaciones:
o Después de la capacitacion, los dispensadores de IVAA necesitan

una supervision inicial, un control de calidad y una educacién (per-

feccionamiento) continuos, y garantia de la calidad.

o La evaluacién es subjetiva; la exactitud de los resultados es muy

variables segun los médicos.

o LaIVAA no es apropiada para muchas mujeres posmenopdusicas.

= Método de tamizaje citologico: a. Citologia convencional (frotis de Papani-

colaou).

e Procedimiento: El dispensador toma una muestra de células del cuello
uterino utilizando una espatula o un cepillo pequefio, fija la muestra so-
bre un portaobjetos y la envia a un laboratorio para que la examine una

persona capacitada.
e Puntos fuertes:

o Este método ha demostrada ser eficaz para reducir el cancer cervi-

couterino en el contexto de un sistema en buenas condiciones.
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o Es ampliamente aceptado en los paises de altos recursos.
o La capacitacion y los mecanismos de control y garantia de calidad
estan bien establecidos.

e Limitaciones:

o El método es dificil de introducir y mantener.

o Se necesitan sistemas para garantizar el seguimiento de las mujeres
con resultado positivo en el tamizaje.

o Se requiere el transporte de las muestras al laboratorio y de los re-
sultados al consultorio.

o Los programas de citologia requieren control de calidad y garantia
de la calidad clinica y de laboratorio.

o La interpretacion es subjetiva.

o Los resultados no estdn disponibles de inmediato, de manera que se
requieren multiples visitas, aumentando el riesgo de pérdida para el

seguimiento.
= Método de tamizaje citolégico: b. Citologia en base liquida (CBL).

e Procedimiento: El médico toma una muestra de células del cuello uterino
con una espdtula o un cepillo pequeio, la sumerge en una solucién con-
servante y la envia a un laboratorio para su procesamiento y la examina

una persona capacitada.
e Puntos fuertes:

o Silos pat6logos son competentes, el examen de las muestras de CBL

lleva menos tiempo.

o Las muestras también se pueden utilizar para el andlisis molecular

(como deteccion de ADN de VPH).
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o La capacitacion y los mecanismos de control y garantia de la calidad

estan bien establecidos.
e Limitaciones:

o Los suministros y medios de laboratorio para la CBL son mds cos-

tosos que para la citologia convencional.

o Otras limitaciones son las mismas que las de la citologia convencio-

nal.

Analizando el frotis de Papanicolaou (Pap)

La prueba del frotis de Papanicolaou (Pap) se ha utilizado durante més de 50 afios pa-
ra detectar mujeres asintomdticas con anomalias citoldgicas, y las mujeres con citolo-
gia anormal se remiten para pruebas posteriores, como colposcopia y biopsia directa
(pruebas de oro) [14] (ver Tabla 2.2 donde se comparan porcentajes de sensibilidad,
especificidad y valores predictivos positivo y negativo para las pruebas mencionadas

anteriormente).

Tabla 2.2: Evaluacién del valor predictivo negativo y positivo, sensibilidad y

especificidad del frotis de Papanicolaou y colposcopia [15].

Método Valor predictivo negativo ( %) | Valor predictivo positivo ( %) | Sensibilidad ( %) | Especificidad ( %)
Frotis de Papanicolaou 92 26 57 76
Colposcopia 96 52 92 67

La deteccion y la prevencion son los factores mas criticos para reducir la incidencia del
cancer cervicouterino. Los programas de deteccion citoldgicos actuales que utilizan la
prueba de Papanicolaou han reducido significativamente la incidencia del CaCu. A pesar
del éxito de la prueba de Papanicolaou, su baja sensibilidad sigue siendo un problema, y
se han propuesto varias técnicas auxiliares para aumentar la fidelidad de los diagndsticos

[13].
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En las campafias de deteccidn, la técnica mds ttil hasta ahora ha sido el frotis de Papa-
nicolaou, sin embargo, tiene algunos puntos débiles, incluidos los resultados de “falsos
positivos” que conducen a biopsias innecesarias y repetitivas; ain peor son los resultados
“falsos negativos”, donde los cambios pasan desapercibidos. Estos hechos, en conjunto
con los problemas socioculturales de paises como Africa, retrasan aiin mds la deteccién
exitosa y el tratamiento estdndar de la enfermedad. La raza, el grupo étnico y el estado
de inmigracion contribuyen a la alta prevalencia de CaCu. Al hacer que la exploracién
pélvica y el muestreo del frotis de Papanicolaou sean una préctica prohibida debido a
las barreras culturales y lingiiisticas.

En México, el programa de deteccién de cdncer cervicouterino se implement6 en 1974,
con el objetivo de detectar lesiones precursoras, asi como disminuir el nimero de carci-
nomas invasivos. Respecto a la adquisicién de muestras de baja calidad estas se deben
a la falta de drea de transformacion de la muestra, una técnica de extension deficiente y
al procesamiento o la fijacion inadecuada de la muestra. Los errores en la interpretacion
se deben a un seguimiento deficiente y la falta de capacitacion del personal. El muestreo
de calidad es crucial para eliminar los diagnésticos falsos negativos y falsos positivos
y, por lo tanto, es el factor mds importante para mejorar la sensibilidad de las pruebas
citoldgicas.

El Pap debe realizarse cuando comienza la vida sexual activa y luego cada 2 afios; siem-
pre que los resultados sean negativos, las pruebas deben realizarse cada 3 afios hasta que
la paciente cumpla 65 afios [4].

A pesar de la aceptacion de las pruebas citolégicas como el método de deteccion pri-
mario para el cancer cervicouterino, se ha mostrado que tienen una tasa alta de falsos
negativos. El frotis de Papanicolaou mostré una sensibilidad baja para la deteccion de
NIC 2 e incluso una sensibilidad mds variable segtin la edad de la mujer, mds alta en el
grupo de 50 afios y méas. En un andlisis de Spence et al., la tasa de falsos negativos de

las pruebas citoldgicas fue tan alta como el 35.5 % en promedio. También se ha demos-
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trado que las pruebas citoldgicas tienen una especificidad mds baja para la NIC de alto
grado que las lesiones de bajo grado, lo que puede conducir a un tratamiento excesivo.
Ademads, la sensibilidad del frotis de Papanicolaou para el adenocarcinoma es menor
que para el carcinoma de células escamosas. Debido a esto y la creciente incidencia de
adenocarcinoma, que representa casi una cuarta parte de todos los cénceres de cuello
uterino diagnosticados recientemente, las pruebas citolégicas continuaran siendo menos
utiles.

Ademads de sus limitaciones con respecto a la baja sensibilidad, las limitaciones de la
prueba de Papanicolaou también incluyen el hecho de no adquirir muestras adecuadas,
sesgo interobservador y malas interpretaciones. La inflamacion, la escasa celularidad y
las muestras que contaminan la sangre se han citado como razones para muestras inade-
cuadas o insatisfactorias. Aproximadamente del 1 % al 8 % de los frotis de Papanicolaou
han sido reportados como insatisfactorios.

En un ensayo, cuando se reevaluaron las muestras inadecuadas, se observd atipia cito-
16gica que incluia lesiones de alto grado y carcinoma en el 7 % de las muestras. Incluso
con muestras satisfactorias, la interpretacion citolégica esta sujeta a la variabilidad inter
observador a pesar de los estdndares internacionales. Woodhouse et al. mostré que la
discrepancia entre las lesiones de grado bajo y alto grado oscila entre el 9% y el 15 %
entre los diferentes laboratorios y su personal.

Las pruebas de deteccién mds efectivas deben lograr un equilibrio entre alta sensibilidad
y especificidad aceptable. De igual manera es importante identificar un intervalo de
deteccion que sea lo suficientemente frecuente como para detectar lesiones antes de que
se conviertan en invasivas, al tiempo que minimiza el costo y la morbilidad asociada
con el tratamiento excesivo. Esto garantiza la baja probabilidad de que se presente un
resultado anormal, en este caso el CaCu invasivo, antes de la préxima cita de cribado (o
tamizaje). Debido a su baja sensibilidad, las pruebas citoldgicas por si solas requieren

exdmenes regulares con un seguimiento constante.
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En un anélisis realizado por Spence et al., menciona que incluso cuando se dispone de
un cribado opcional, el 65 % de las mujeres tenia antecedentes de cribado deficientes
y €l 14 % de las mujeres tenian un seguimiento deficiente después de una prueba de
Papanicolaou anormal. Por lo tanto, una prueba de deteccion con un alto valor predictivo
negativo, que permita de manera segura la extension de los intervalos de deteccidn, es

una necesidad actual que debera producir mayores beneficios [14].

2.3 Enfermedad Periodontal

La periodontitis es una enfermedad infecciosa que ocasiona la destruccion de los teji-
dos de soporte del diente, el grado de destruccion difiere ampliamente entre las distintas
formas de esta enfermedad (ejemplos: periodontitis agresiva y periodontitis crénica), la
destruccién periodontal es un proceso episddico con estadios de destruccion activa, se-
guida de periodos de remision, ademds de ser de sitio especifico, la etiologia se atribuye
a un complejo rol de algunas de las especies bacterianas que se encuentran en la cavidad
bucal [16].

La enfermedad periodontal tiene muchos estados o etapas, que van desde gingivitis fa-
cilmente tratable a periodontitis grave e irreversible [17]. En la Fig. 2.8 se ilustran estas

etapas clinicas:

¢

Encia Sana Gingivitis Periodontitis Periodontitis Periodontitis
Inictal Moderack Severa

Figura 2.8: Etapas clinicas de la periodontitis desde encia sana, gingivitis hasta

periodontitis severa (crénica) [18].
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La enfermedad periodontal al igual que la caries son los padecimientos bucodentales
con mayor prevalencia a nivel mundial. En México se ha reportado hasta en 70 % de la
poblacion (segun la Academia Americana de Periodoncia) y se presenta principalmente
en adultos mayores (de 65 afos en adelante) (ver en la Fig. 2.9 la distribucidn del estado

periodontal en poblacién adulto por grupo de edad en México) [19].

Distribucién del estado periodontal en poblacién adulto
por grupo de edad en México

100 87 91 956
&0
40
20
0

20a34 35a49 50a64 65a79 80y mas Total

Porcentaje
[=3]
(=)

Grupos de edad

WSano M Gingivitis Periodontitis

Figura 2.9: Distribucién del estado periodontal en poblacién adulta por grupo de edad

en México [20].

La periodontitis crénica es la mds comun de las formas de periodontitis, tiene su ex-
presion significativa en la edad adulta, es decir, se manifiesta alrededor de los 35 afios,
para su desarrollo requiere de una gingivitis precursora, aunque no todas las gingivitis
progresan a periodontitis [16]. La periodontitis crénica se ha clasificado como locali-
zada o generalizada dependiendo de si estan involucrados <30 % o >30 % de los sitios.
La gravedad se basa en la cantidad de pérdida de insercidn clinica (CAL) y se designa
como leve (1-2 mm CAL), moderada (3-4 mm CAL) o grave (>5 mm CAL). La gin-
givitis representa un espectro de enfermedades cuyo inicio se atribuye cominmente a
la presencia de bacterias, pero existen otras formas de gingivitis que no estdn relacio-
nadas principalmente con la placa. Las enfermedades sistémicas como la diabetes y la

leucemia pueden exacerbar la gingivitis asociada a la placa, al igual que los cambios
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endocrinos (pubertad, embarazo), medicamentos (nifedipina, ciclosporina y fenitoina) y
desnutricién (deficiencia de vitamina C) [21].

Las enfermedades periodontales (gingivitis y periodontitis) son las enfermedades créni-
cas mds prevalentes que afectan a la poblacion en todo el mundo. La gingivitis es una
inflamacion de la encia debido a la acumulacion de placa y afecta al 50 % de la poblacion
adulta [22].

La periodontitis es un caso que afecta a la encia del ser humano y provoca una inflama-
cién que resulta de infecciones bacterianas. La periodontitis es una enfermedad comun
debido a la mala higiene oral, el tabaquismo y enfermedades sistémicas. Una placa (pe-
gajosa, biopelicula bacteriana) y sarro (placa calcificada) se acumulan a lo largo de la
encia y causan inflamacién [23]. Los estudios epidemiolégicos demuestran que el pro-
greso de la enfermedad es generalmente lento y continuo y la severidad se relaciona
directamente con la placa bacteriana y cdlculo dental [16].

Las enfermedades periodontales se caracterizan por una reaccion inflamatoria crénica
de la membrana periodontal y de los tejidos que rodean la encia como resultado de la
estimulacion local persistente por las bacterias en la placa dental y por sus metabolitos.
Ademads, la saliva desempefia un papel importante en el inicio y el curso de la inflama-
cidn, y en diversas infecciones en la cavidad oral [24].

La prevalencia y severidad de la pérdida 6sea aumenta con el incremento de la edad
no debido a la edad “per se” sino por el efecto acumulado de la destruccién periodontal
ocasionada por los factores irritativos locales tales como la placa bacteriana y el calculo.
La asociacidon entre la enfermedad periodontal, la educacién y el estado socioecondémi-
co ha sido estudiada varias veces. En general, a medida que disminuye la educacién
aumenta la prevalencia y la severidad de la enfermedad periodontal, ademds, conforme
aumentan los ingresos, mejora el estado periodontal. Las personas con més educacién
e ingresos tienen mayor acceso al tratamiento odontoldgico y a planes preventivos de

salud, ademds de llevar a cabo una mejor higiene bucal [16].
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Al diagnosticar la extension de la enfermedad periodontal, la profundidad del surco
gingival es un buen indicador del avance de la enfermedad. En un periodonto sano,
no hay pérdida de unioén epitelial o formacién de bolsa, dicha bolsa periodontal tiene
menos de 2 mm de profundidad. Las bolsas periodontales se pueden extender entre 4
y 12 mm. Clinicamente, los pacientes con bolsas periodontales de 4 mm o mads son
diagnosticados con periodontitis. Los pacientes con bolsas periodontales de 6 mm o
mads se diagnostican con periodontitis avanzada o grave (ver Fig. 2.10 para la medicién

de las bolsas periodontales) [17].

Figura 2.10: Diagndstico periodontal mediante la profundidad del surco gingival [25].

Debido a los sintomas minimos como el sangrado gingival y la pérdida de insercion,
muchas personas se niegan a tratar su enfermedad. Si no se trata, la gingivitis puede
progresar a periodontitis irreversible, lo que resulta en la pérdida de dientes. Una vez
diagnosticadas, la mayoria de las enfermedades periodontales pueden ser tratadas con
éxito. Los objetivos terapéuticos en la enfermedad periodontal son: primero, alterar o
eliminar el origen de los microbios, asi como factores de riesgo contribuyentes, evitando
asi la progresion de la enfermedad y preservando el estado saludable del periodonto. En
segundo lugar, se debe prevenir la recurrencia de la periodontitis. Finalmente, en casos
severos, debe intentarse la regeneracion de las uniones periodontales [17].

Los resultados de las pruebas diagnésticas para la deteccion de la enfermedad perio-
dontal mediante profundidad del surco gingival fueron publicados por Machtei et al. en
1993 [26] y Michalowicz et al. [27] en 2013 en los que se obtuvieron los siguientes

porcentajes mostrados en la Tabla 2.3:
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Tabla 2.3: Evaluacién de la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo para la deteccién de la enfermedad periodontal mediante

profundidad del surco gingival.

Machtei et al. [26] 1993 | Michalowicz et al. [27] 2013
Sensibilidad (S) 59 % 57 %
Especificidad (E) 96 % 91 %
Valor Predictivo Positivo (VPP) 16 % 70 %
Valor Predictivo Negativo (VPN) 12 % 86 %

2.4 Espectroscopia Raman

En 1928, C. V. Raman, demostré el concepto de dispersion ineldstica de fotones en la
interaccion con la materia. La frecuencia de los fotones emitidos se desplaza a un valor
mads bajo o més alto en comparacién con la frecuencia de los fotones incidentes, y es-
te fendmeno se denomina efecto Raman [28]. La espectroscopia Raman es una técnica
espectroscOpica empleada para el andlisis cualitativo y ahora cuantitativo de practica-
mente cualquier material, ya sea orgédnico o inorganico. Las principales ventajas radican
en que no es necesaria ninguna preparacion de la muestra a estudiar y que se trata de un
proceso no destructivo [29].

El fundamento fisico de la técnica estd basado en el efecto Raman y consiste en la
dispersion ineldstica de una fraccién de la luz incidente en la muestra, la cual sufre
entonces un cambio de frecuencia debido al intercambio de energia con la materia en

dicha colision, segtin la ecuacion de energia de los fotones:

AE = hAv

Donde 4 es la constante de Planck y v la frecuencia de la luz incidente.
El procedimiento de medida es el siguiente: un haz de luz monocromético, de frecuencia

vy, incide sobre la muestra, dispersdndose de manera eldstica (dispersion Rayleigh) en su
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mayor parte, pero existiendo una cantidad de luz que ha sido dispersada inelasticamente,
y por tanto presenta un cambio en su frecuencia. Estos cambios en la frecuencia son
caracteristicos de la naturaleza quimica y del estado fisico de la muestra, y por tanto son
los datos que permiten identificar distintos compuestos y caracteristicas moleculares.

MicroscOpicamente, este efecto se puede describir como una excitacion de la nube elec-
tronica de la molécula debido a la interaccion con el fotén incidente. Este provoca que la
excitacion de la molécula pase a un estado excitado virtual, luego emite otro fotén con el
objetivo de regresar al estado fundamental. Sin embargo, si el choque ha sido ineldstico
y se ha perdido o ganado energia, la molécula no volverd exactamente al mismo estado,
sino que se encontrard en un estado rotacional o vibracional distinto del inicial. La dife-
rencia de energia entre estos estados es lo que modifica la frecuencia del fotén emitido.
Segtn la frecuencia de los fotones dispersados, se pueden distinguir los siguientes casos

(pueden verse en la Fig. 2.11):

1. Dispersion Rayleigh (a): Cuando el choque es elastico, la frecuencia del foton
incidente y emitido es la misma, y por tanto no hay ninguna variacion energé-

tica. Este proceso no proporciona informacién espectroscopica.

2. Dispersion Raman-Stokes (b): Si el choque es ineldstico, y la frecuencia del
fotén emitido es menor, quiere decir que ha transferido energia a la molécula,
la cual se encontrard ahora en una estado vibracional o rotacional superior a la

inicial.

3. Dispersion Raman Anti-Stokes (c): También para choques ineldsticos, pero con
frecuencias mayores del fotén. En este caso, la molécula no se encontraba en
el estado fundamental, y al proporcionar energia al fotén, decae al estado de

minima energia [29].
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Figura 2.11: Mecanismos de dispersion de la luz (a) Rayleigh, (b) Raman-Stokes y (c)

Raman anti-Stokes [30].

En general, un espectro Raman es una representacion de la intensidad de la luz disper-
sada frente al nimero de onda. El nimero de onda se relaciona con la longitud de onda
a través de la siguiente expresion:

~

V= =

1_v
A c

Donde A es la longitud de onda de la luz incidente. Suele ser comiin en espectroscopia
emplear esta magnitud en cm ™!, ¢ es la velocidad de la luz y v la frecuencia de la luz
dispersada por efecto Raman.

En lugar del nimero de ondas de la luz incidente es comin representar en su lugar la
diferencia del nimero de ondas entre la luz incidente y emitida. Esto es posible ya que la
frecuencia de la luz incidente no modifica la posicién de los picos en el espectro, aunque
la intensidad de la luz dispersada si depende tanto de la intensidad como de la frecuencia
de la luz incidente, ademds del tamaifio de particula, densidad de empaquetamiento (en

solidos) y posicién de observacion. Todo ello hace posible expresar la ecuacién como:
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Donde v es la frecuencia de la luz incidente y v la frecuencia de la luz dispersada por
efecto Raman.

Cabe destacar que, en general, la intensidad de las bandas Raman-Stokes es mucho
mayor que las bandas Raman Anti-Stokes, debido simplemente a la distribucién de
Maxwell-Boltzmann, la mayoria de las moléculas se encontrardn en el estado de mi-
nima energia, y no en uno excitado, por lo tanto, serd mds probable obtener frecuencias
menores que la incidente. Cuantitativamente, se puede expresar con la siguiente ecua-
cién:

No

Donde N; es el numero de moléculas en el estado i (excitado), AE es la diferencia de
energia entre los estados i (excitado) y O (fundamental), k5 la constante de Boltzmann
y T la temperatura [29].

Micro-espectrometro RAMAN

La representacion esquemadtica de un micro-espectrometro Raman general se muestra
en la Fig. 2.12. Tiene cuatro componentes principales: (1) una fuente de laser, (2) un
microscopio, (3) un espectrometro y (4) un detector. El ldser es una fuente de luz mo-
nocromatica y, en la actualidad, es la fuente més utilizada para los experimentos Raman

[28].
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Figura 2.12: Diagrama de rayos del micro-espectrometro Raman [28].

En general, el micro-espectrémetro Raman funciona con geometria de dispersion hacia
atrds (180 °), es decir, la iluminacién de la muestra y la recoleccion de luz dispersada
de la muestra se realizan con el mismo objetivo. El objetivo utilizado determina la reso-
lucién espacial, que depende de su apertura numérica (NA). En forma simplificada, la

resolucién espacial limitada por difraccién se puede definir como:

Donde N A = nsin 6, n es el indice de refraccion del medio entre el objetivo y la muestra
en estudio, ¢ la mitad del angulo de cono maximo de la luz que puede entrar o salir de
la lente y A la longitud de onda incidente de luz.

El componente mds importante de un espectrometro es el elemento dispersivo (es decir,
la rejilla) que decide la resolucidn espectral. La resolucion espectral de un espectrometro
se define como la capacidad de distinguir entre caracteristicas espectrales adyacentes en
un espectro. A medida que aumenta el nimero de lineas por milimetro de una rejilla,

aumenta el poder de resolucién del espectrometro. Por ejemplo, una rejilla con 1800
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lineas/mm resolverd los componentes adyacentes en un espectro mejor que la rejilla
con 1200 lineas/mm. Finalmente, la luz dispersada se enfoca en el dispositivo de carga
acoplada (CCD), que se usa comtinmente para detectar sefiales Raman [28].

Uno de los aspectos més importantes para el uso de la espectroscopia Raman en diferen-
tes campos de aplicacion es la eleccion adecuada de la longitud de onda de excitacion
del I4ser. Para la espectroscopia Raman lineal analitica, se aplican principalmente lase-
res de onda continua con una longitud de onda fija. Una gran variedad de laseres que
cubren un amplio rango desde el espectro visible se ha utilizado en las dltimas décadas,
pero, debido al rapido desarrollo de configuraciones sensibles de micro-Raman en la ac-
tualidad, los laseres de diodo rojo funcionan a 785, 810 o 830 nm, asi como los l4seres
Nd: YAG (1064 nm) se han utilizado en la espectroscopia Raman [30].

La dispersiéon Raman estdndar tiene una eficiencia muy baja. Una seccidn transversal
tipica para la dispersion Raman es aproximadamente de 11 6rdenes y 8 6rdenes de mag-
nitud mds pequenas que las secciones transversales tipicas para la absorcion en las re-
giones ultravioleta e infrarroja, respectivamente. Por lo tanto, durante muchas décadas,
la espectroscopia Raman no fue considerada una herramienta analitica util. Por ejemplo,
para registrar los espectros Raman convencionales, usualmente se requieren concentra-
ciones analiticas mayores de 0.01 M. Sin embargo, la eficiencia de la dispersion de
Raman puede incrementarse significativamente, lo que permite la observacién de los

espectros de Raman incluso para una sola molécula [31].

2.4.1 Dispersion Raman Amplificada por Superficie (SERS)

En 1977, Van Duyne et al. descubrieron el efecto SERS en electrodos de plata rugosos
lo que fue un avance importante en la espectroscopia Raman. Inicialmente, en 1974,
Fleischmann et al. observaron sefiales Raman enormemente mejoradas de moléculas
de piridina adsorbidas en un electrodo de plata rugosas por un método electroquimico.

Sin embargo, los autores atribuyeron las enormes sefiales de Raman al aumento en el
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nimero de moléculas adsorbidas en la superficie corrugada de los electrodos con el
area de superficie ampliada. No obstante, después de cuidadosos cdlculos, Van Duyne
reconoci6é que la sefial Raman de las moléculas adsorbidas era 10° — 10° veces mads
alta que la de la piridina en masa. Llegaron a la conclusion de que la sefial de Raman
andmalamente intensa no podia explicarse simplemente por el aumento de la cantidad
de moléculas adsorbidas debido al drea de superficie ampliada, y en su lugar, deberia
atribuirse al verdadero realce de la eficiencia de dispersion de Raman. Jeanmaire et al.
y Albrecht et al. mostraron que una mejora en la sefial Raman se debia a un campo
electromagnético localizado alrededor de las nanoestructuras metdlicas. Este efecto se
conoci6 como Superficie Amplificada por Dispersion Raman (SERS) (ver Fig. 2.13 que
muestra la diferencia entre espectroscopia Raman y técnica de SERS).

El descubrimiento de SERS provocé de inmediato un interés significativo porque la
baja sensibilidad de deteccién ya no era un defecto fatal para la espectroscopia Raman
superficial. Ademds, el SERS se puede utilizar para estudios in situ incluso en entornos
electroquimicos/acuosos con sensibilidad ultra alta y excelente resolucion espectral de

manera no destructiva [32].

Laser Laser I
incidente incidente
Raman
Dispersion SERS
Raman molécula
molécula‘ |q .
NPs

NPs

Figura 2.13: Esquema de la dispersion Raman vs dispersion SERS.

Los limites de deteccién son considerablemente mas bajos (hasta 10~° M) que los de

la dispersion Raman de resonancia [30]. La teoria cldsica de la dispersion de la luz
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proporciona una comprension cualitativa del proceso SERS. Se considera un haz de luz
incidente que induce un dipolo de oscilacion p en una particula que reaparece o dispersa
la luz a la misma frecuencia de la oscilacion del dipolo. Para el caso particular en el que
la magnitud del campo eléctrico incidente (E) no es demasiado grande, el momento

dipolar inducido se puede aproximar de la siguiente manera:

1=ak

Donde « es la polarizabilidad de la molécula [30].

El SERS es una poderosa herramienta analitica, y ha atraido una gran atencién en dife-
rentes campos, como la ciencia de los materiales, la biomedicina, el andlisis y la detec-
cién de moléculas, debido a su alta sensibilidad, a la adquisicion precisa de informacion
de huellas digitales y a la propiedad de deteccion no invasiva. E1 SERS se puede usar
para identificar y cuantificar analitos de moléculas, incluso a nivel de una sola molécula
[33]. Durante la ultima década, el campo SERS ha sido testigo de muchos logros, inclui-
do un estudio tedrico de SERS, el desarrollo de espectrometros Raman portatiles y de
alto rendimiento y la fabricacién de sustratos SERS altamente sensibles, uniformes y re-
producibles. Estos importantes estudios proporcionan la base para muchas aplicaciones
SERS [34].

Mecanismo de mejoramiento: electromagnético y quimico

Existen dos tipos principales de contribuciones a la mejora total de la sefial SERS de
las moléculas adsorbidas: una mejora electromagnética a veces denominada el efecto
eléctrico en el cual la molécula experimenta grandes campos locales causados por re-
sonancias electromagnéticas cerca de la superficie de estructuras metdlicas, y un efecto
quimico o de transferencia de carga también conocido como el efecto molecular en el
que la polarizabilidad molecular es afectada por la interaccion entre la molécula y la

superficie del metal.
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Mecanismo electromagnético

La mejora electromagnética se basa en dos mejoras principales. El primero es la mejora
del campo electromagnético incidente del ldser debido a la adicion del campo provocado
por la polarizacién de las particulas metdlicas. La segunda se debe a que la molécula
irradia un campo electromagnético amplificado, que polariza ain mdés la particula de
metal y de esta manera actia como una antena para amplificar ain mds la sefial Raman
[30].

El mecanismo electromagnético del SERS se basa en un fenémeno conocido como el
plasmon de resonancia superficial localizado (LSPR). El LSPR es la oscilacién colecti-
va de los electrones de conduccién de superficie de las nanoparticulas plasmoénicas de
metales nobles que tienen un tamafio méds pequefio en comparacién con la longitud de
onda de la luz entrante. En la Fig. 2.14 se muestra un diagrama fisicamente intuitivo del
LSPR.

El LSPR crea regiones de intenso campo EM alrededor de una superficie de nanopar-
ticulas o una unién de la punta de la muestra, conocidas como puntos calientes, que
pueden producir factores de mejoramiento de la sefial de entre 10° a 10'° [35]. Y en
general se considera que es independiente de la naturaleza de la molécula y, en general,
es responsable de la mejora del SERS [36].

Mecanismo quimico o de transferencia de carga

La contribucién quimica en contraste surge de la adsorcién de la molécula en la superfi-
cie del metal, donde la transferencia de carga y los eventos resonantes dentro de la propia
molécula adsorbida juegan un papel fundamental [36]. En el mecanismo quimico, se ha
modelado tedricamente que las moléculas adsorbidas en ciertos sitios de superficie (co-
mo grupos atémicos) que se acoplan electrénicamente con la superficie, lo que lleva a
un efecto de mejora similar al de la dispersion de Raman por resonancia [37].

Se han llevado a cabo numerosos estudios para dilucidar la existencia del mecanismo de

transferencia de carga. Algunos investigadores lo utilizan para explicar porque el factor
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de mejora de la primera capa de adsorbato es mucho mayor que el de las capas pos-
teriores. Basicamente, la mejora experimentada a partir de la transferencia de carga se
produce cuando las moléculas fisisorben o forman un quimio-adsorbedor directamente
sobre la superficie rugosa, formando un complejo de adsorbato-metal. Si se produce qui-
misorcion, los orbitales moleculares del adsorbato se amplian mediante una interaccion
con las bandas de conduccién de la superficie del metal. Esto da como resultado una
transferencia de electrones y una excitacion del metal al adsorbato y viceversa. Como
consecuencia, los espectros SERS de las moléculas sometidas al mecanismo quimico
son significativamente diferentes del espectro Raman de las especies libres, aunque los
de las especies fisisorbidas no se cambian. El mecanismo de transferencia de carga esta
restringido por su naturaleza a moléculas directamente adsorbidas en el metal, en oposi-
cion al efecto electromagnético de campo cercano, que se extiende una cierta distancia
mas allé de la superficie. Por lo tanto, efectivamente opera solo en las primeras capas de
adsorbatos.

Plasmones de resonancia

Plasmonica es la ciencia para estudiar las interacciones de la materia ligera en estruc-
turas metdlicas de tamafio nanométrico. El componente principal de la plasmonica es
la nanoestructura metélica, que enfoca y guia la luz hasta una distancia nanométrica,
lo que resulta en un fuerte acoplamiento entre los fotones incidentes y las oscilaciones
colectivas de electrones libres en la superficie del metal [38].

La capacidad de una particula metdlica para aumentar la fuerza local de un campo EM
se basa en sus propiedades plasmoénicas. Los plasmones son la oscilacién colectiva de
electrones libres de un metal que, bajo excitacion a ciertas frecuencias, resuenan en el
campo Optico incidente. Estas oscilaciones pueden ocurrir por polaritones de plasmén
superficial (SPP) para superficies macroscépicas o plasmones de resonancia superficial
localizados (LSPR) para nanoestructuras.

Los LSPR concentran los campos localmente alrededor de una nanoparticula metalica.
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La nube de electrones de la particula se mueve hacia adelante y hacia atrds con la polari-
dad oscilante del campo incidente, que se opone a la fuerza restauradora de la atraccion
Couldmbica entre los electrones cargados negativamente y los niicleos positivos. Este
proceso lleva a la particula a emitir su propio campo dipolo que mejora el campo elec-
tromagnético incidente. Las mejoras de campo se vuelven mayores cuando la radiacion
incidente estd mds cerca de la frecuencia del LSPR que depende de las propiedades

opticas de la nanoparticula y sus alrededores [37].

Nanoestructura
metdlica

Nube electrénica

Campo eléctrico

Figura 2.14: Dibujo esquematico de un plasmén de resonancia superficial localizado

[35].

El SERS sirve como una técnica de identificacion ultra sensible que funciona para la
deteccion de una sola molécula y ha mostrado aplicaciones prometedoras en la deteccion
bioldgica y quimica [39].

Sustratos SERS

Un sustrato SERS de buena calidad debe proporcionar un alto factor de mejora de SERS,
debe ser uniforme, asi como demostrar una alta estabilidad quimica. La alta reproduci-
bilidad del factor de mejora de SERS y la gran estabilidad temporal de los sustratos de
SERS son particularmente importantes para el andlisis cuantitativo del material mues-
treado [31].

La mejora de la superficie se observa a partir de un nimero limitado de metales rugosos,
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por ejemplo, plata, oro, cobre, aluminio, litio y sodio. La intensidad de la dispersion
de los analitos adsorbidos ya no es proporcional a la frecuencia a la cuarta potencia
(v4), como en el caso del proceso Raman convencional; de hecho, la intensidad de las
bandas estd relacionada con la frecuencia de la resonancia del plasmoén superficial y
la frecuencia de excitacion del lser. La dependencia exacta estd relacionada con la
naturaleza del sustrato metdlico, en particular con la identidad del metal y su rugosidad.
Desde la primera observacién de SERS, se han desarrollado numerosos sustratos activos
de SERS. Se han empleado varios electrodos de metal diferentes para SERS, pero se
observo el mayor realce de la superficie de los que estdn hechos de plata [30].

Las nanoparticulas para sustratos SERS pueden prepararse con el mismo tamaio de par-
ticula, recubrimiento de superficie y propiedades farmacocinéticas in vivo casi idénticas
[37]. Las suspensiones coloidales son atractivas como sustratos SERS, ya que la agre-
gacion de particulas metdlicas conduce a la formacion de agregados con la rugosidad y
la morfologia fractal necesaria para generar espectros Raman intensos y pueden prepa-
rarse con una alta reproducibilidad. Ademads, son relativamente baratos. Debido a que
se dispone de una superficie coloidal nueva y reproducible para cada anélisis, es posible
un analisis SERS confiable [30].

Moskovits interpret6 el origen del SERS a las resonancias de plasmones de bultos de
metal en la superficie rugosa. Se encontré que solo unos pocos metales libres de elec-
trones, principalmente metales del Grupo 1B (Cu, Ag y Au) y dlcalis podrian generar
resonancia conductora éptica en el rango espectral visible [32]. El éxito del SERS de-
pende en gran medida de la interaccion entre las moléculas adsorbidas y la superficie de
las nanoestructuras plasmoénicas, a menudo los sustratos SERS clésicos de Au, Ag o Cu.
En general, Au y Ag se usan con mayor frecuencia como sustratos SERS porque son
materiales estables al aire, mientras que el Cu es mds reactivo. Los tres metales tienen
plasmones de resonancia superficiales localizados que cubren la mayor parte del rango

de longitud de onda visible e infrarrojo cercano, donde se producen la mayoria de las

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI 34
FACULTAD DE CIENCIAS



Marco Teorico

mediciones Raman, lo que también las hace mds cdmodas de usar [40] (ver Fig. 2.15

para observar los rangos de longitud de onda de Cu, Auy Ag).

*

Au

Ag

200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300
Longitud de onda (nm)

Figura 2.15: Rangos de longitud de onda aproximados donde Ag, Auy Cu se han

caracterizado bien y se han establecido para soportar SERS [40].

Nanoparticulas de plata (AgNPs)

La suspension coloidal de plata de tamafio nanométrico son los sustratos SERS mds
comunes debido a su facilidad de preparacion, larga vida util y alto factor de realce de
seflal Raman que puede ser excitado desde la region espectral del ultravioleta (UV) al
infrarrojo. Uno de los coloides de plata mas utilizados se prepara con la reduccion del
nitrato de plata con citrato trisédico [41]. La reduccién quimica del nitrato de plata con
citrato produce una distribucion mas uniforme de los tamafios de particulas (24-30 nm)
[30]. Las AgNPs de diferentes tamafios se pueden sintetizar facilmente mediante este
ultimo método. Este proceso de preparacion quimica da como resultado la formacion de
AgNPs con su superficie cubierta por una capa molecular de especies de citrato con car-
ga negativa que se han utilizado ampliamente para detectar analitos con carga positiva,
asi como algunos iones con carga negativa [36].

Las AgNPs muestran una banda de absorcién en la region UV-Vis que no estd presente
en el espectro del bulto metélico. Esta banda de absorcidn aparece cuando la frecuencia
del fotén incidente estd en resonancia con la oscilacidn colectiva de los electrones de

conduccion. Este fendmeno se manifiesta en la enorme amplificacion del campo elec-
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tromagnético en la superficie de la nanoparticula metélica, provocando la amplificacién
de la senal Raman de las moléculas, adsorbidas en dicha superficie. La técnica SERS,
por su alta capacidad de amplificar la sefial Raman, tiene aplicaciones en el estudio de
compuestos bioldgicos a concentraciones muy pequeiias, que puede ser hasta de una
molécula aislada [42].

El desarrollo de nanoparticulas diagndsticas y terapéuticas para aplicaciones biomédicas
es de gran interés actual en la ciencia, la ingenieria y la medicina. La base fundamental es
que las particulas de tamafio nanométrico tienen propiedades estructurales y funcionales
que no estan disponibles a partir de moléculas discretas o materiales a granel. En el
rango de tamafio de 10 a 100 nm, las nanoparticulas también tienen areas de superficie
mads grandes para conjugar con multiples agentes de diagnéstico (por ejemplo, Optico,
radio isotépico o magnético) y terapéuticos (por ejemplo, contra el cidncer y contra la

inflamacién) [37].
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Antecedentes

3.1 Acido Sialico (AS)

Historia del AS

El 1957, Blix aisl6 una sustancia de la mucina de glandula submandibular por medio
del método de hidrdlisis, lo que produjo una reaccién de color purpura con el reactivo
de Bial. Nombr¢ la sustancia como 4cido sidlico. Luego, las personas obtuvieron AS
cristalino perfecto de calostro (leche producida por las glandulas mamarias de los ma-
miferos) y nido de pdjaro. Con el progreso de la evolucion bioldgica, también aumentd
la cantidad de AS in vivo, tales como peces, anfibios, reptiles, aves y otros vertebrados.
En los mamiferos, el AS se distribuye principalmente sobre el liquido cefalorraquideo y
la mucosidad [43].

La determinacion de la constitucion del d4cido neuraminico tomé mucho tiempo, debido
a que s6lo ocurre en la naturaleza en forma de derivados de acetilo, que también se
denominan 4cidos sidlicos luego de una propuesta de Blix, Gottschalk y Klenk [44]. S6lo
los grupos funcionales del dcido neuraminico, es decir, un grupo carboxilo, un grupo
reductor (glucésido), un grupo amino y cinco grupos hidroxilo, se dieron a conocer

répidamente. Se arrojé mas luz sobre la quimica del 4cido neuraminico mediante las
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primeras sintesis del dcido N-acetilneuraminico, que logré Cornforth et al. de la N-
acetilglucosamina y el dcido oxalacético (“acido pirtdvico activado™) sobre la base de la
suposicion de Gottschalk de que el 4cido N-acetilneuraminico es un condensado alddlico
de la N-acetilglucosamina y dcido pirtvico.

En la todavia creciente familia de acidos sidlicos con més de 40 derivados diferentes de
acido neuraminico, el interés de la comunidad cientifica se dirige cada vez mas hacia las
especies O-acetiladas. En las dltimas dos décadas, evolucion6 el hecho de que los acidos
sidlicos O-acetilados juegan un papel fundamental en el desarrollo de organismos, en la
regulacién del sistema inmunitario, en los procesos de cancer y en muchos otros eventos
bioldgicos y patofisioldgicos [45].

Las células de animales superiores y diversos microorganismos producen dcido sidlico
en un largo camino a partir de la glucosa. Todos los mamiferos, incluidos los seres
humanos, tienen la capacidad de sintetizar dcido sidlico en todos los tejidos a partir de
simples precursores de azucar. El dcido sidlico es un componente importante en todas
las mucinas salivales. De hecho, el nombre de 4cido sidlico se deriva del griego “sialos”,
que significa saliva. Recientemente, se demostré que los bebés prematuros alimentados
con leche materna en los primeros 3 meses de vida tenian casi el doble de los niveles
de 4cido sidlico unido en su saliva que los bebés prematuros alimentados con leche de
férmula [46].

Caracteristicas del AS

Los 4cidos sidlicos son moléculas multifuncionales presentes en todos los tejidos y flui-
dos del cuerpo humano; las cantidades mds altas se encuentran en la saliva humana
[47]. La saliva es el primer fluido de defensa y un biomarcador salivar importante es el
acido sidlico, es un marcador inflamatorio sistémico y un componente de glicolipidos
salivares, glicoproteinas incluyendo inmunoglobulina A (IgA) y otras proteinas inmu-
noldgicas y de fase aguda [22].

El AS pertenece a una familia de dcido neuraminico (dcido 5-amino-3,5-dideoxi-D-
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glicerol-D-galacto-nonulosénico). En esta familia hay 3 principales derivados de AS,
los cuales son: Acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac), hidroxialquilo de dcido N-acetilneuraminico
(Neu5Gc) y 3-deoxi-D-glicerol-D-galacto-cetosa de nonilo (KDN). Los otros compues-
tos de AS se derivan ademas de estos. EI AS se propaga ampliamente sobre la superficie
celular de los mamiferos, donde la superficie de los glébulos rojos y las células endote-
liales estan altamente sialiladas [43].

El término 4cido sidlico representa a una familia de 43 derivados naturales del dcido
neuraminico monosacarido de nueve carbonos. El dcido N-Acetilneuraminico (NeuSAc)
es la forma mas predominante del AS (ver Fig. 3.1 de la estructura del Neu5SAc) y casi la
unica forma encontrada en humanos. Un grupo N-Acetil y un grupo carboxilo confieren
una carga negativa en la molécula bajo condiciones fisioldgicas y la caracterizan como

un 4cido orgénico fuerte [41].

Derivado Grupo Ry
Neu -NH; (amino)
Neu5SAc -NHCOCHj3; (acilamino)
Neu5Ge -NHCOCH,OH (glicolilo)
KDN -OH (hidroxilo)

Figura 3.1: Estructura quimica del NeuSAc [43].

Los 4cidos sidlicos estdn presentes en todos los vertebrados como componentes ter-
minales de las cadenas oligosacaridos de mucinas, glicoproteinas y glicolipidos, se ha
reconocido que estdn involucrados en la regulacién de una gran variedad de fendmenos
bioldgicos. En los seres humanos, se presentan en fluidos corporales (plasma sanguineo,
leche materna, saliva, liquido sinovial, sudor, excrecién de vesicula biliar, jugos gastri-
cos y orina) y en tejidos (eritrocitos, leucocitos, plaquetas, gldndulas salivales, garganta,
estomago, cuello uterino, cartilago, coldn, etc.). Las concentraciones de AS en los flui-
dos corporales pueden reflejar el estatus metabdlico y se reconoce como un marcador

bioldgico para una variedad de procesos patofisiolégicos [41].
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El 4cido sidlico unido a las glicoproteinas de la membrana y los glicolipidos aparente-
mente entran en la circulacién mediante el desprendimiento o la lisis celular. Aproxi-
madamente del 98 al 99.5 % del total de 4cido sidlico en suero o plasma sanguineo esta
unido a las glicoproteinas. S6lo una fraccion muy pequefia de dcido sidlico estd unida
a los lipidos, que se encuentra principalmente en forma de gangliosidos. Los niveles
normales de 4cido sidlico total en suero sanguineo estdn aproximadamente en el rango
de 51 a 84 mg/dl. En contraste, la contribucion de la fraccion lipidica pura al nivel total
de 4cido sidlico estd apenas en el rango de 0.4 a 0.9 mg/dl [48].

Estudios en tipos de cancer y periodontitis

El 4cido sidlico, es un derivado del 4cido neuraminico y ha sido propuesto como marca-
dor de respuesta inflamatoria en varios desérdenes sistémicos [49]. El proceso de glico-
silacién aberrante en células tumorales puede contribuir a la biosintesis de las estructuras
de carbohidratos de tal manera que las células malignas o transformadas contengan ni-
veles de AS en la superficie. Se ha demostrado que la forma celular, el anclaje y la tasa
de crecimiento influyen en el contenido de AS de la célula.

En algunos estudios, se ha detectado que el contenido total de dcido sidlico aumenta
en las células altamente metastdsicas en comparacion con las células no metastdsicas.
Sin embargo, en otros estudios no se ha encontrado un aumento constante en el 4cido
sidlico celular total, pero se ha observado que las células altamente metastdsicas tienen
cantidades significativamente elevadas de neuraminidasa liberable de 4cido sidlico y
también un mayor grado de sialilacion de los grupos galactosa y N-acetilgalactosamina
en comparacién con las células no metastasicas [50].

La relevancia del 4cido sidlico para la célula tumoral es evidente a partir de la mayor
actividad de sialilacion y sialil-transferasa observada en muchas células cancerosas. La
glicosilacion aberrante encontrada en las membranas de las células cancerosas se debe
presumiblemente a la activacion de nuevas glicosil-transferasas que son caracteristicas

de las células tumorales y estdn ausentes o presentes s6lo en pequefias cantidades en
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las células normales. Por lo tanto, se encuentra que una sialil-transferasa relativamente
especifica estd presente hasta 2.5 a 11 veces en cantidades mayores en células tumorales
cuando se compara con células control [48].

Se ha manisfestado que el aumento del AS se correlaciona positivamente con la carga
tumoral, es decir, el nivel de metdstasis. Algunos hallazgos también sugieren que los
niveles de AS podrian estar elevados en pacientes con cdncer antes de la aparicion de
sintomas clinicos. Ademads, varios informes han descrito la normalizacién de los niveles
de AS después del tratamiento exitoso del cancer, habiendo una elevacién subsiguiente
de los niveles de AS con reincidencia, lo que sugiere tentativamente que los niveles
de AS podrian utilizarse, cuando se combinan con otros marcadores, en el seguimiento
de respuesta al tratamiento. De hecho, diferentes mecanismos pueden subyacer a los
niveles elevados de AS en el cancer. Las células cancerosas se asocian con una mayor
actividad de la sialil-transferasa, lo que lleva a un aumento de la cantidad de AS en la
superficie celular, lo que aumenta la concentracion de AS en plasma sanguineo [51].
La concentracion de dcido sidlico sanguineo ha sido demostrada clinicamente que incre-
menta cuando se asocia a enfermedades inflamatorias tales como artritis reumatoide y
neumonia, como también en tumores malignos [24]. Una neoplasia o cdncer a menudo
tiene una mayor concentracion de dcido sidlico en la superficie de la célula tumoral, y
algunas de estas células eliminan o secretan sialo-glicoproteinas o sialil-glicolipidos, lo
que aumenta sus concentraciones en la sangre [52].

Se han observado mayores niveles de AS en suero sanguineo en varios grupos de pacien-
tes que padecen carcinoma de ovario avanzado, tumores cerebrales, leucemia, cdncer de
pulmon, céncer cervicouterino, carcinoma de hipofaringe y laringe, cdnceres rectales,
intestinales grandes y bronco oncogénicos, derrame maligno, cdncer de boca, mela-
noma, estbmago, mama, colorrectal, cdncer de vesicula biliar, cdncer de tiroides y de
Hodgkin, sarcoma y cancer de endometrio [51]. También se han reportado niveles eleva-

dos de 4cido sidlico en sueros sanguineos de pacientes con diversas neoplasias malignas,
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incluido el cancer cervicouterino (ver Tabla 3.1) [53].

Tabla 3.1: Valores de concentracion de acido sidlico en suero sanguineo para los grupos

de NICs y CaCu.
Vivas et. al [52] 1992 Baskaran et. al [53] 2010
Grupos de estudio | Concentracién media de AS total (mg/dl) | Concentracién de AS total (mg/dl)

Control 75.5 45.83 £3.43
NIC 1 67.3 48.52 £4.26
NIC 3 79.1 52.16 +3.18

ECI 82.0 5825 +4.12
ECIII 87.7 65.76 + 4.68
ECIII 97.3 79.58 + 6.36
ECIV 112.7

El AS es un componente importante de las glicoproteinas salivares y mejora la agrega-

cién de bacterias y participa en la formacion de pelicula adquirida y placa dental [54].

Es generalmente aceptado que el medio ambiente oral es influenciado por la composi-

cion de la saliva, tal que afecta ambos el tejido oral y la flora. Recientemente ha habido

incrementos en reportes que indican que el 4dcido sidlico en sangre se incrementa cuando

ocurre una inflamacién (ver Tabla 3.2) [24].

Tabla 3.2: Valores de concentracion de 4cido sidlico en suero sanguineo para los grupos

control, gingivitis y periodontitis.

Rathod et. al [55] 2014

Grupos de estudio

Concentracion media de AS total (mg/dl)

Control 49.75 + 4.87
Gingivitis 65.65 £ 3.56
Periodontitis 75.98 + 3.58

Se ha sugerido que la enzima neuraminidasa, responsable de la sintesis del acido sidlico

(dcido N-acetil neuraminico), puede desempeiiar un papel en la formacion de placa y
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en la enfermedad periodontal. La funcién del acido sidlico en las secreciones salivales
siempre ha generado mucho interés debido a su posible relevancia para la salud oral, por
lo que se ha encontrado que el monitoreo de la actividad del acido sidlico era importante
para extender la descripcion morfolégica previa de las alteraciones en la estructura del
tejido submandibular [56].

El AS esta presente en varias proteinas de fase aguda que se sabe estdn asociadas con
la periodontitis. Existe la necesidad de biomarcadores, para la deteccién temprana de la
evolucién de la enfermedad y para terapias mds eficaces. Los niveles de 4cido sidlico se
incrementan en periodontitis, debido a su constituyente protector de la mucina salival
humana y la fraccién de 4cido sidlico unido a lipidos se puede utilizar como parametro
de diagnéstico para periodontitis [22]. Pero hasta la fecha, hay muy pocos datos con
respecto a la estimaciéon y comparacion simultdneas del contenido total de AS en saliva

y suero sanguineo de pacientes con periodontitis cronica [55].

3.2 Saliva

Historia de los diagnésticos basados en saliva

El campo de los diagndsticos de saliva surgié a principios de 1900, a través de la eva-
luacién de Michael y Kirk de muestras de saliva para identificar biomarcadores para el
reumatismo y la gota. Después de eso, Irwin Mandel, en 1967, informé sobre el au-
mento de las concentraciones de calcio en la saliva en pacientes con fibrosis quistica,
enfatizando la saliva como un importante fluido de diagnéstico.

Ademas, Oppenheim en 1970 identificé por primera vez los componentes séricos en la
saliva. En las décadas siguientes, los diagndsticos basados en saliva aumentaron dra-
madticamente debido a los logros de los enfoques de alto rendimiento que ofrecen las

innovaciones de espectrometria de masas y la bioinformaética [18].
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Composicion de la saliva

La saliva es una secreciéon compleja proveniente de las gldndulas salivales mayores en
el 93 % de su volumen y de las menores en el 7 % restante, las cuales se extienden por
todas las regiones de la boca excepto en la encia y en la porcién anterior del paladar
duro. La secrecion diaria oscila entre 500 y 700 ml, con un volumen medio en la boca
de 1.1 ml. Su produccién esta controlada por el sistema nervioso auténomo. El 99 % de
la saliva es agua mientras que el 1 % restante esta constituido por moléculas orgénicas e
inorgdanicas [57].

La saliva también contiene iones inorganicos, como el bicarbonato y el fosfato, asi como
los amino4cidos y la urea. Las mucinas estdn presentes en >15 % del contenido de pro-
teinas de la saliva. Los azicares principales en estas mucinas son los siguientes dcidos:
acido neuraminico (4cido sidlico), N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina, galac-
tosa, manosa y fucosa, y estos azucares constituyen entre el 50 % y el 90 % del peso
seco de la molécula [58].

La saliva total estd compuesta principalmente de agua y otros componentes funcionales
como proteinas, enzimas, electrolitos y moléculas orgdnicas mds pequefas, como se

describe en la Fig. 3.2 [18]:

COMPOSICION DE LA SALIVA

Proteinas: Albimina: amilasa, p (beta) glucuronidasa,
Enzimas carbohidratos; cistatinas; factor de
Glicoproteina crecimiento epidérmico; esterasas;
Peptidos fibronectina; gusten histatinas;

inmunoglobuling A, G v M; kallikrein;
lactato deshidrogenasa; lactoferrina; lipasa;
lisozima; mucinas; factor de crecimiento
nervioso; agreginas parotideas; peptidasas;
fosfatasas, proteinas ricas en prolina;
ribonucleasas; peroxidasas salivales;
components secretor; IgA  secretora;
proteinas séricas; proteinas ricas en
tirosina; proteinas de unidn a la vitamina

Moléculas organicas pequerias Creatinina, glucosa, lipidos, nitrdgeno,
dcido sidlico, urea, acido urico
Electrolitos Amoniaco, bicarbonato, calcio, cloruro,

fluoruro, voduro, magnesio, fosfatos,
potasio, tampones no especificos, sodio,
sulfatos, tiocianato.

Figura 3.2: La composicion de la saliva.
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El rol bésico de la saliva es proteger y mantener la integridad de la parte superior de la
membrana mucosa del tracto alimentario, facilitando funciones importantes [59]. Debi-
do a la presencia de un gran nimero de bacterias que se desprenden continuamente de
las superficies de los dientes y tejidos blandos, asi como de las células epiteliales des-
prendidas, la saliva total generalmente requiere una centrifugacién para proporcionar
una muestra clara [60].

Saliva como fluido para el diagnédstico o tamizaje de enfermedades

La evolucién de los diagndsticos salivales dentro de las ultimas dos décadas anuncia un
campo dindmico que ahora se incorpora como parte del diagndstico de la enfermedad,
el monitoreo clinico y la toma de decisiones clinicas importantes para el manejo del
paciente y la atencidn general. Durante este lapso, se han registrado avances notables en
las ciencias bésicas y de traduccion que emplean la “ciencia de la saliva”. La saliva es
un “ultrafiltrado” de sangre y, como tal, actda como un “espejo de la salud del cuerpo” y
ofrece muchas ventajas tnicas sobre otros fluidos corporales. La mayoria de los analitos,
biomarcadores de enfermedades y medicamentos aparecen en la saliva a través de la
difusion pasiva y otros mecanismos [18].

La saliva se ha propuesto como un medio alternativo al plasma sanguineo en el moni-
toreo de biomarcadores que pueden ser utiles en el diagndstico de varias enfermedades
humanas, asi como un elemento para monitorear la etiologia de algunas patologias o
efectos de las dosis de medicamentos. La simplicidad y la manera no invasiva de su re-
coleccion, la correlacion positiva existente entre las multiples sustancias presentes en el
suero y la saliva, son algunas de las ventajas que ofrece este fluido como instrumento de
diagndstico para algunas enfermedades humanas [61].

El amplio espectro de compuestos presentes en la saliva puede proporcionar informa-
cién para aplicaciones de diagnéstico clinico. La saliva es un buen medio porque su
recoleccidn no es invasiva y el proceso de donacién es relativamente libre de estrés, por

lo que se pueden realizar multiples recolecciones sin imponer demasiada incomodidad
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al donante. La saliva es fécil de recolectar, almacenar y transportar; no requiere per-
sonal altamente capacitado; y es mds seguro que el personal del hospital lo maneje en
comparacion con la sangre y otros fluidos. Ademads, la saliva es un fluido “en tiempo
real” porque las gldndulas salivales son gldndulas exocrinas que producen perfiles de
proteinas indicativos del estado de salud y bienestar de un individuo en el momento de
la recoleccion.

Existe un riesgo minimo de contraer infecciones durante la recoleccién de saliva, y la
saliva se puede usar en situaciones clinicamente dificiles, como obtener muestras de
nifios o pacientes discapacitados o ansiosos, en los que la toma de muestras de sangre
podria ser un acto dificil de realizar [59]. Ademads, las muestras de saliva no son infec-
ciosas y pueden desecharse facilmente con un costo minimo o la necesidad de contener
los desechos de riesgo bioldgico durante el transporte. Cuando se requiere, el transporte
de muestras también es significativamente mds barato, y la saliva también elimina cier-
tos “tabues” culturales asociados con la recoleccion de sangre que prevalece en ciertas
culturas internacionales [18].

Hay mucha informacion util sobre el cambio de componentes en la saliva cuando una
persona estd enferma. Por lo tanto, definimos estos componentes cambiantes como “bio-
marcadores”. La utilizacién de biomarcadores como predictores tempranos de la enfer-
medad clinica no solo contribuye a la prevencién y el tratamiento eficaces de las enfer-
medades, sino que también mejora la evaluacion de los riesgos potenciales para la salud.
La razén por la cual la saliva se puede usar potencialmente como una muestra para el
diagndstico es su intercambio con sustancias existentes en el suero humano.

Una de las principales ventajas de usar la saliva como medio de diagndstico es que su
muestreo es ficil y no invasivo, eliminando asi cualquier malestar y dolor asociado con
la extraccion de sangre y evitando los problemas de privacidad asociados con la reco-
leccién de orina. Ademds, en comparacion con la sangre, la saliva contiene una cantidad

menor de proteinas, lo que disminuye el riesgo potencial de interferencia no especifica
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e interacciones hidrostaticas. Dentro de la sangre, la concentracién de proteinas puede
variar en varios 6rdenes de magnitud, con vidas medias de proteinas que van desde unos
pocos segundos hasta varios meses o mds [62].

El marcado contraste con el proceso “invasivo” de recoleccion de sangre/suero de los
pacientes contra el proceso no invasivo de recoleccion de saliva es casi absoluto. Por
ejemplo, los pacientes que tienen fobia a los pinchazos con agujas que invariablemente
participan para la extraccion de sangre accederan facilmente a los procedimientos mas
amigables para la recoleccion de saliva, que estd en gran parte libre de maniobras ame-
nazadoras y también es compatible con una cita médica sin estrés. Ademads, el hecho de
que, a diferencia de la sangre, la saliva carece de capacidad de coagulacién simplifica
los pasos de preservacién y hace que sea mds facil de manejar.

Las ventajas de la saliva como herramienta clinica sobre el suero son: los procedimien-
tos no invasivos involucrados en la obtencion de la muestra, un requisito de muestra
mads pequeiio (alicuota), buena psicologia y cooperacion con el paciente, relacion costo-
efectividad en relacién con la tecnologia requerida, facilidad de almacenamiento y trans-
porte, mayor sensibilidad y correlacion del andlisis de resultados que con el del suero
sanguineo [18].

Estudios en tipos de cancer y periodontitis

La saliva es uno de los biofluidos que son accesibles, informativos y no invasivos, y
los contenidos de algunas especies en saliva podrian utilizarse como indicadores para
el diagndstico de condiciones fisioldgicas y bioldgicas, por lo tanto es ideal para los
diagnésticos de enfermedades primarias que involucran enfermedades cardiovasculares,
de tipo renal y enfermedades autoinmunes, particularmente para los tipos de cancer (ver

Tabla 3.3) [63].
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Tabla 3.3: Valores de concentracién de 4cido sidlico en saliva en grupos: control,

neoplasias malignas del ttero, cérvix y ovario; y neoplasias malignas de pulmon.

Bel’skaya et. al [47] 2018
Grupos de estudio Concentracion de AS total (mg/dl)
Control 7.546 £ 0.711
Neoplasias malignas del ttero, cérvix y ovario 5.226 +0.927
Neoplasias malignas de pulmén 4.577 £ 0.092

La saliva podria usarse como un fluido de diagnéstico no invasivo para medir los biomar-
cadores liberados durante el inicio y progresion de la enfermedad, como las infecciones
periodontales [64]. La saliva es un liquido que se puede recolectar facilmente, contiene
marcadores derivados local y sistemdticamente de la enfermedad periodontal y, por lo
tanto, puede ofrecer la base para una prueba diagnéstica especifica del paciente para la

periodontitis (ver Tabla 3.4) [65].

Tabla 3.4: Valores de concentracion de acido sidlico en saliva en grupos: control,

gingivitis y periodontitis.

Emekli-Alturfan et al. [54] 2013 Jawzali et al. [66] 2016 Rathod et al. [55] 2014

Grupos de estudio | Concentracién de AS total (mg/dl) | Concentracién de AS total (mg/dl) | Concentracién de AS total (mg/dl)

Control 2.89£0.3 71.5 39.05 £ 6.35
Gingivitis - 97.0 68.23 £2.71
Periodontitis 6.95 £0.28 152.1 81.33 £3.94

Futuro del diagnéstico por medio de saliva

El anélisis de saliva podria ser en un futuro una herramienta eficiente, no invasiva y ami-
gable con el paciente para el diagndstico de cancer. La capacidad para diagnosticar esta
basada en el contacto permanente e intimo entre la saliva y la mucosa donde el cancer
evoluciona. Los pacientes con esta afectacion tienen una alteracion global de la compo-
sicién salival. Los niveles salivares de azucar total, 4cido sidlico enlazado a proteinas,
acido sidlico libre, sodio, calcio, imunoglobulina G, albimina y lactato deshidrogenasa

son significativamente mayores comparados con los controles de mucosa saludable [67].
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El enfoque en el AS como un marcador tumoral se debe examinar desde la perspectiva
de la glicosilacién aberrante en las membranas de las células cancerosas debido a la
activacion de nuevas glicosil-transferasas que son caracteristicas de las células tumorales
[48]. La determinacioén de AS podria ser una valiosa herramienta para monitorear la
progresion o regresion de una enfermedad durante la terapia, especialmente cuando se
combina con otros marcadores. Varios estudios sugieren que los niveles de AS podrian
usarse en el monitoreo de la respuesta al tratamiento y la recaida cuando se combinan
con otros marcadores. Serd importante evaluar si la razén de los niveles elevados de
AS aumenta o disminuye la sialilacién de proteinas y/o lipidos, para comprender mejor
los mecanismos biomédicos del AS en diferentes enfermedades. El desafio interesante
para el futuro es el desarrollo de técnicas de ensayo mds especificas que sean faciles
de usar, que puedan conducir a la medicién de componentes individuales de AS, lo que
posiblemente lleve a la utilidad clinica de AS como biomarcador tnico [51].

Seria conveniente tener disponible un marcador sensible y especifico para el cdncer
cervicouterino para complementar la declaracion clinica y evaluar el efecto terapéutico.
Los estudios de células malignas han revelado alteraciones en las superficies celulares y
membranas en términos de dcido sidlico en el contenido de glicoproteinas y glicolipidos
[52].

El futuro de los diagndsticos de saliva se basa en combinaciones de varios biomarca-
dores utilizados como herramientas de deteccién para mejorar la precision y especifici-
dad del diagnédstico. Un biomarcador solo puede no ser una fuente confiable para que
los investigadores puedan definir la patogenia de la enfermedad subyacente. El uso de
combinaciones de biomarcadores puede proporcionar informacién diagndstica aditiva y
potente.

Al considerar el desarrollo de una nueva prueba de diagndstico, su utilidad se verd in-
fluenciada por la precision, la rentabilidad y la facilidad de uso. Las pruebas de diag-

noéstico de saliva tienen el potencial de ser utilizadas dentro de un amplio espectro de
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aplicaciones que incluyen programas de deteccion basados en la poblacién, diagndstico
confirmatorio, estratificacién del riesgo, determinacion del prondstico y monitoreo de
respuesta a la terapia. La deteccion de una poblacién completa para un cierto tipo de en-
fermedad serd posible en un futuro préximo mediante el uso de diagndsticos de saliva.
Cuando se utiliza la saliva como fluido de diagndstico, es importante reducir el nimero
de resultados de pruebas con falsos negativos y falsos positivos, ya que estos tendran

efectos perjudiciales en el diagndstico y la terapia del paciente [59].
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Capitulo 4

Metas y Objetivos

4.1 Hipoétesis

Existen diferencias en los niveles de acido sialico salival en:

1. Pacientes con diagndstico de cancer cervicouterino invasor comparado con pa-

cientes con lesiones precancerosas.

2. Pacientes con diagnéstico de enfermedad periodontal comparado con pacientes

con gingivitis y sanos.

4.2 Objetivos

4.2.1 Objetivos Generales

Determinar si existe una diferencia en la concentracion del acido sialico en saliva entre:

1. Mujeres diagnosticadas con céncer cervicouterino invasor contra lesiones pre-

cancerosas.

2. Mujeres diagnosticadas con periodontitis contra gingivitis y sanas.



Metas y Objetivos

4.2.2 Objetivos Especificos

Determinar y comparar la concentracion de 4cido sidlico en saliva en:

1. Mujeres con cdncer cervicouterino invasor y en mujeres con lesiones precance-

rosas.

2. Mujeres con periodontitis contra gingivitis y sanas.

4.2.3 Objetivos Secuendarios

Determinar la sensibilidad, especificidad y valores predictivos del dcido siélico para eva-
luar la presencia o ausencia de cancer cervicouterino invasor o periodontitis, asi como

obtener el mejor punto de corte de los niveles de 4cido siélico.

4.3 Pregunta de Investigacion

(Seré la concentracion de 4cido sidlico mayor en pacientes con (1) cdncer cervicouterino
invasor que en pacientes con lesiones precancerosas y (2) en pacientes con periodontitis

que en pacientes con gingivitis y sanas?
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Capitulo 5

Estudio, Poblacion y Muestra

5.1 Tipo de Estudio

El tipo de estudio que se llevara a cabo sera:

= Estudio piloto para los grupos de estudio: CaCu y NICs.

» Estudio transversal para los grupos de estudio: sano (control), gingivitis y pe-

riodontitis.

Un estudio piloto puede definirse como un “estudio pequefio para probar protocolos,
instrumentos de recoleccion de datos, estrategias de reclutamiento de muestras y otras
técnicas de investigacion en preparacion para un estudio mds amplio.” Un estudio pi-
loto es una de las etapas importantes en un proyecto de investigacion y se realiza para
identificar problemas potenciales y deficiencias en los instrumentos y el protocolo de
investigacion antes de la implementacion durante el estudio completo [68].

El estudio transversal también es conocido como encuesta de frecuencia o estudio
de prevalencia. En general, se realiza para examinar la presencia o ausencia de una

enfermedad u otro resultado de interés, en relacién con la presencia o ausencia de una



Estudio, Poblacion y Muestra

exposicion, ambos hechos ocurriendo en un tiempo determinado y en una poblacion

especifica [69].

5.2 Poblacion y Muestra

Poblacion de los grupos de estudio: cancer cervicouterino invasor y lesiones pre-
cancerosas

Lugares de realizacion:

= Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” por la Division de Ginecologia
y Obstetricia, Servicio de Ginecologia y Servicio de Displasias. Se ubica en:

Av. Venustiano Carranza no. 2395 C.P. 78290 San Luis Potosi, S.L.P., México.

= Hospital General de Ciudad Valles por la clinica de Colposcopia. Se ubica en:
Carretera México-Laredo km 7 Esq. Angel Oliva, Fracc. Oxitipa C.P. 79090

Ciudad Valles, San Luis Potosi, S.L.P., México.

= CIACYT-UASLP (Coordinacién para la Innovacién y Aplicacion de la Ciencia
y la Tecnologia) en el drea de CARIEM (Centro de Aplicacion de la Radiacion
Infrarroja, Energias Alternativas y Materiales) en el Laboratorio de Nanotecno-
logia Aplicada. Se ubica en: Av. Sierra Leona #550, Col. Lomas 2a. Seccidn,

C.P. 78210 San Luis Potosi, S.L.P., México.

Muestra

Universo de estudio:

= Pacientes del servicio de Ginecologia y Obstetricia del Hospital Central “Dr.
Ignacio Morones Prieto”, que acuden con diagnéstico de cancer cervicouterino

invasor y lesiones precancerosas.
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= Pacientes de la clinica de displasias del Hospital General de Ciudad Valles, que
acuden con diagndstico de cdncer cervicouterino invasor y lesiones precance-

rosas.

Criterios de seleccion:

» Inclusion:

e Sin tratamiento previo: Cuando un paciente no ha recibido ningun trata-

miento previo, como ejemplo: quimioterapia, radioterapia, etc.
e Todos los estadios clinicos: 0, 1A, IB, IIA, IIB, IIIA, IIIB, IVA y IVB.

e Pacientes con estudio histopatolégico con patologia benigna (NIC1, NIC2/3)

0 cancer cervicouterino invasor.
» Exclusién:

e Segunda neoplasia primaria.

Cuadros de variables para los grupos de estudio: NICs y CaCu

Dependiente**
‘Variable Defmu:.l ot N al.ores Unidades Tlpl.) de
operacional posibles variable
Concentracion (_T,ajnnd.;n':l. Fle 5 . .
de 4eido sidlico acido sidlicoen | 0-200 mg/dl Continua
la saliva
Independiente®>>
1.-Lesiones
Tipo histolégico | precancerosas Categorica
Tipo determinado por | (NIC1, NIC @ g
histolégico patologiaen 23) ) c;tegorias)
biopsiade 2.- Cancer
tumor. cervicouterino
invasor

Figura 5.1: Cuadro de variables para los grupos de estudio: NICs y CaCu.

**Variable dependiente: Es el factor que el investigador observa o mide para determi-

nar el efecto de la variable independiente o variable causa. Es la variable respuesta o
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variable salida. En términos comportamentales, esta variable es el comportamiento re-
sultante de un organismo que ha sido estimulado. Es el factor que aparece, desaparece,
varia, etc., como consecuencia de la manipulacion que el investigador hace de la variable
independiente.

*#*Variable independiente: Es la variable que el investigador mide, manipula o selec-
ciona para determinar su relacién con fendmenos observados. Esta variable es conocida
también como variable estimulo. Puede tener su origen en el sujeto o en el entorno del
sujeto. Es la variable que el investigador manipula para ver los efectos que produce en
otra variable [70].

Poblacion de los grupos de estudio: sano (control), gingivitis y periodontitis

Lugares de realizacion:

= Facultad de Estomatologia de la Universidad Auténoma de San Luis Potosi
(UASLP). Se ubica en: Av. Dr. Manuel Nava No. 2, Zona Universitaria, C.P.

78290, San Luis Potosi, S.L.P., México.

= CIACYT-UASLP (Coordinacién para la Innovacién y Aplicacion de la Ciencia
y la Tecnologia) en el drea de CARIEM (Centro de Aplicacién de la Radiacion
Infrarroja, Energias Alternativas y Materiales) en el Laboratorio de Nanotecno-
logia Aplicada. Se ubica en: Av. Sierra Leona #550, Col. Lomas 2a. Seccidn,

C.P. 78210 San Luis Potosi, S.L.P., México.

Muestra

Universo de estudio:

= Pacientes de la clinica de periodoncia de la Facultad de Estomatologia de la

Universidad Auténoma de San Luis Potosi.

Criterios de seleccion:
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n Inclusion:

e Pacientes de género femenino de 30 a 60 afios, sin enfermedades sistémi-
cas, con o sin gingivitis, con o sin periodontitis y que aceptaron participar

en el estudio.
» Exclusién:

e Pacientes con terapia antibidtica en los tres meses anteriores, con trata-
miento previo de enfermedad periodontal, consumo de antiinflamatorios
y corticosteroides en los tres meses anteriores, embarazadas y lactantes,
fumadores, pacientes con patologias genéticas evidentes y pacientes edén-

tulos.

Cuadro de variables para los grupos de estudio: sano, gingivitis y periodontitis

Dependiente

Variable Defl:llll:-l o1 \'al_ores Unidades -Flp[.) de

operacional posibles variable
Concentracion (;‘,a:nnd.qc'i fie ; .

-1 ... | dcidosidlicoen | 0-200 mg/dl Continua

de acido sidlico .

lasaliva

Independiente

Determinado por | 1.- Control
Profundidad unespecialista | (sano) Categorica
del surco odontolégico 2.- Gingivitis (3
gingival mediante una 3- categorias)

sonda Periodontitis

Figura 5.2: Cuadro de variables para los grupos de estudio: sano, gingivitis y

periodontitis.

5.3 Plan de Trabajo

Planteamiento del proyecto con los pacientes: Se invit6 a participar a todas las pa-
cientes de la consulta externa de Ginecologia (caso del Hospital Central “Dr. Ignacio
Morones Prieto”) y consulta de la clinica de Colposcopia (caso del Hospital General

de Ciudad Valles) que tengan diagnéstico de cancer cervicouterino invasor y lesiones
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precancerosas. Asi como también a los pacientes de la consulta de Periodoncia de la
Facultad de Estomatologia de la Universidad Auténoma de San Luis Potosi.

Se les explica las generalidades del proyecto tanto como el sefialamiento de que es una
investigacion de bajo riesgo y que en caso de no querer participar o no continuar en la
investigacion podrdn abandonar en cualquier momento el estudio.

A las pacientes que acepten, firmardn el consentimiento informado, se les explica el tipo
de muestras que se requieren, que informacién se obtendrd de ellas y la interpretacién
de resultados que recibirdn al finalizar el estudio. Como también les solicitamos su au-
torizacién para poder revisar su expediente clinico y recabar informacién necesaria en
un cuestionario para completar esta investigacion, como la edad, peso, padecimiento de
alguna enfermedad, toma de medicamentos, si fuma o consume otro tipo de drogas, los
datos referentes a los estudios que se le han realizado, los andlisis de laboratorio y/o las
cirugias que se le hardn de ser necesario, como parte de su diagndstico y tratamiento.
Recoleccion de la muestra: Se requiere de un proceso de higiene bucal el cual consta
de un cepillado de dientes, seguido de un enjuague bucal, para lo cual se proporcionara
un cepillo, pasta y enjuague bucal sin ningin costo para cada paciente. El uso de los
productos para el aseo bucal no afecta los componentes de la muestra de saliva, sélo
ayuda a una eliminacion de restos de comida. Posterior a la limpieza se proporcionard
un vial de plastico, estéril y etiquetado en el cual la paciente depositara la cantidad de 0.5
hasta 1.5 ml de saliva. Posterior a la recoleccion, se transportard a temperatura ambiente
y finalmente se mantendrd la muestra en refrigeracion a 4°C hasta que se realice la
medicién de 4cido sidlico y podrd almacenarse hasta 1 mes a partir de la recoleccion.
Procesamiento de la muestra: Se transportard en una hielera, manteniendo la tem-
peratura previamente descrita, al CIACYT-UASLP donde se centrifugard a 6000 rpm
(revoluciones por minuto) y posteriormente se obtendra el sobrenadante de la muestra,
una vez obtenido el sobrenadante pasard a mezclarse con nanoparticulas de plata (estas

nanoparticulas a su vez pasardn por un bafio ultrasonico para asegurar que la solucién
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sea homogénea y las particulas tengan una adecuada dispersion).

Medicion del acido sialico: Se mide el dcido sidlico comercial con particulas de plata en
diversas concentraciones en mg/dl para calibrar la medicién. Posteriormente se realiza
la medicion de las muestras obtenidas. Se obtiene una sefial Raman que se interpreta
y compara mediante el programa OriginPro obteniendo las concentraciones de cada
muestra.

Los resultados obtenidos seran entregados de manera personal en sobre cerrado y respe-

tando la confidencialidad de cada participante.

5.4 Aspectos Eticos

El presente protocolo se someti6 y aprobé por el Comité de Etica en Investigacién del
Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” y por el Comité de Etica e Investigacién
para la Salud del Hospital General de Ciudad Valles, como también por el Comité de
Etica en Investigacién de la Universidad Auténoma de San Luis Potosi para el caso de
la Facultad de Estomatologia.

El cuestionario y la toma de muestra que se realizaron se consideran de riesgo menor
por lo que no transgreden las normas de la conferencia de Helsinki de 1964 y su revision
de 2013.

Se obtuvo el consentimiento de los pacientes por escrito a través de un documento en
donde se especifica el objetivo del estudio, los métodos y las técnicas utilizadas. A cada
una de las pacientes se les explica en qué consiste el estudio y las encuestas utilizadas,
dejandoles claro que el que participen o no es voluntario y no influye en el manejo de
su enfermedad. Posteriormente, se les pide que lean el consentimiento informado y una
vez que hayan resuelto cualquier duda al respecto se les pide que firmen el documento.
Se asegura la confidencialidad de los datos obtenidos.

Debido a que se realizan estudios en humanos, este estudio se apegd a lo que se conside-

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI 59
FACULTAD DE CIENCIAS



Estudio, Poblacion y Muestra

ra'y concierne a la Ley General de Salud de México en cuyo titulo noveno en el capitulo
de “Derechos y Obligaciones de los beneficiarios” en el Articulo 77 bis 37 en el apartado
IX, se sefiala que: “Otorgar o no su consentimiento validamente informado y a rechazar
tratamientos y procedimientos”, en el titulo quinto capitulo unico, “Investigacion para la
salud” en el articulo 100, referente a la investigacion en seres humanos, en los apartados
IIT y 1V, se sefiala que “podra efectuarse solo cuando exista una razonable seguridad
de que no expone a riesgos ni dafios innecesarios al sujeto en experimentacion” y que
“se deberd contar con el consentimiento por escrito del sujeto en quien se realizard la
investigacion, o de su representante legal en caso de incapacidad legal de él mismo,
una vez enterado de los objetivos de la experimentacion y de las posibles consecuencias
positivas o negativas para su salud” [71].

Lo anterior coincide con lo dispuesto en la Ley de Salud del Estado de San Luis Potosi,
en el articulo 84, fracciones III “Podra efectuarse solo cuando exista una razonable se-
guridad de que no expone a riesgos, ni dafios innecesarios al sujeto en experimentacion”
[72].

La carta de consentimiento informado fue disefiada conforme a los lineamientos esta-

blecidos en la siguiente normatividad:

1. Norma Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012. Que establece los criterios pa-
ra la ejecucién de proyectos de investigacion para la salud en seres humanos

[73].

2. Norma Oficial Mexicana NOM-013-SSA2-1994. Para la prevencion y control
de enfermedades bucales, en titulo siete “Prevencion de enfermedades bucales”™
en el apartado 7.3.2.6 que sefiala que “todos los desechos punzocortantes, po-
tencialmente contaminados con sangre o saliva deben colocarse en recipientes
desechables, rigidos, de propileno resistente a fracturas y pérdida de contenidos

al caerse” [74].
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6.1 Materiales y Equipo

Materiales Nitrato de plata (AgN O3, 99.99 %) y citrato trisédico dihidratado (Cs H5 N a3O7%
2H50) de la marca Sigma Aldrich. Se utiliz6 agua desionizada. La solucion de citrato
trisédico utilizada en la sintesis fue preparada justo antes de utilizarse.

Equipo

= Equipo Zetasizer Nano marca Malvern Panalytical modelo ZS90 empleando

las celdas S90/2S90 y DTS1070.

= Espectrometro USB-650 Red Tide modelo USB-650-UV-VIS con el uso del

software Ocean Optics SpectraSuite y la celda Ultra micro-cell.
= Microscopio Electrénico de Barrido SEM marca FEI modelo Inspect 150.

= Espectrometro Raman Horiba Jobin Yvon XploRA ONE acoplado a un micros-

copio optico Olympus BX4.
= Bomba de vacio.

» Vortex Genie 2 marca Scientific Industries.
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= Centrifuga DMA0412 marca DIAB.

= Mini centrifuga marca Thomas Scientific.

6.2 Metodologia Parte I: Sintesis y Caracterizacion de

Nanoparticulas de Plata

6.2.1 Sintesis de Nanoparticulas de Plata (AgNPs)

Empleando el método de Turkevich [75] se prepararon 10 ml de nitrato de plata (Ag/N Os)
en solucion acuosa a 2.5 mM en un vial de vidrio. La reaccién se llevé a cabo inicial-
mente a temperatura ambiente y a constante agitacion utilizando una barra magnética.
Posteriormente fue calentada a 95°C y justo cuando se presento el punto de ebullicion
se agregd 10 ml de citrato trisédico (Cg Hs N a3O7 x 2H50) en solucion a 2.5mM. Se tu-
vo un control de la temperatura utilizando un termopar [76]. El mecanismo de reaccién

puede ser expresado como sigue:

4Ag+ + CsHsO7Nas + 2H,0 —
4Ago + CsHsO7Hs +3Na™ + H™ + Oy T

El color de la solucién de reaccién cambid de incoloro pasando por amarillo y terminan-
do en un color grisdceo que indica la presencia de nanoparticulas de plata. La solucién
de particulas obtenida fue filtrada empleando papel Whatman no. 1 de 42.5 mm y bomba
de vacio. Finalmente, las particulas filtradas se lavaron utilizando un volumen de 10 ml y
se centrifugaron por 3 minutos a 4500 rpm en centrifuga DMA0412 marca DIAB. Des-
pués se retird el sobrenadante y se agregé agua desionizada para centrifugar nuevamente

bajo las mismas condiciones (ver Fig. 6.1).
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Figura 6.1: Nanoparticulas de plata.

6.2.2 Caracterizacion de Nanoparticulas de Plata (AgNPs)

6.2.2.1 Dispersion de Luz Dinamica (DLS)

La dispersion dindmica de la luz es una técnica para medir el tamafio de las particulas
tipicamente en la subregién micro. El equipo DLS mide el movimiento browniano y lo
relaciona con el tamaiio de las particulas. El movimiento browniano es el movimiento
aleatorio de particulas debido al bombardeo de las moléculas de disolvente que las ro-
dean. Normalmente DLS se ocupa de la medicion de particulas suspendidas dentro de
un liquido.

Cuanto maés grande sea la particula, méas lento serd el movimiento browniano. Las parti-
culas més pequenas son “expulsadas” por las moléculas del disolvente y se mueven més
rapidamente. Y para DLS es necesaria una temperatura conocida con precision, ya que
se requiere el conocimiento de la viscosidad (porque la viscosidad de un liquido esta
relacionada con su temperatura).

El tamafio de una particula se calcula a partir del coeficiente de difusion traslacional

mediante el uso de la ecuacidn de Stokes-Einstein:

d(H) = 37]:;1)

Donde: d(H) es el diametro hidrodindmico, D es el coeficiente de difusién translacio-

nal, k es la constante de Boltzmann, T la temperatura absoluta y 7 es la viscosidad. Se
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debe hacer mencién que el didmetro medido en DLS es el valor referido a como una
particula se difunde dentro de un fluido que es referido como didmetro hidrodindmico.
El didmetro que es obtenido por esta técnica es el didmetro de una esfera que tiene el
mismo coeficiente de difusion translacional que la particula [77].

Las AgNPs fueron caracterizadas por medio de un equipo DLS Zetasizer Nano mar-
ca Malvern Panalytical modelo ZS90 con las siguientes caracteristicas: temperatura a
25°C, laser estandar de 633 nm y a 4mW de potencia para medir su tamafio promedio
y potencial zeta. Para el tamafio de las particulas y potencial zeta se empled una celda
S90/ZS90 y DTS1070 respectivamente. Todas las mediciones fueron realizadas en mo-
do automadtico por triplicado. Para ambas mediciones se utiliz6 agua desionizada como

dispersante y se realizé la medicion a temperatura ambiente.

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

1000 10000

Size (d.nm}

Record 2: AghPs 1 Record 3: AghPs 2 Record 4: AghPs 3

Figura 6.2: Gréfico de medicion de tamafio por DLS de AgNPs.

La Fig. 6.2 muestra la distribucién de tamafio de las AgNPs cuasi-esféricas en las que
se realizaron tres mediciones con una duracién de 70 segundos en las cuales se obtuvo
un indice de polidispersidad de 0.7, el cual es una medida adimensional de la amplitud
de la distribucién del tamafo, con valores de 0 a 1, donde los valores superiores a 1
indican que la distribucién de tamafios en la muestra es tan polidispersa que puede no
ser adecuada para la medicion por DLS. Los tamafios de las AgNPs oscilan entre 90.10

y 11 nm mostrando una intensidad de 67.8 y 32.2 %, respectivamente.
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También se hicieron mediciones correspondientes al potencial zeta que es una propie-
dad fisica en la cual las cargas superficiales neta de las nanoparticulas cuando estdn en
una solucién son repelidas unas de otras produciendo una repulsion Coulémbica, di-
cha repulsion entre las cargas de las nanoparticulas da lugar a que las particulas no se
aglomeren. El criterio de estabilidad de NPs se encuentra con valores de potencial zeta
superiores a +30mV e inferiores a -30mV [78].

La Fig. 6.3 muestra la distribucién de potencial zeta de las AgNPs cuasi esféricas en las
que se realizaron cien mediciones y de las cuales se obtuvo valores de -41.3 mV con una
conductividad de 0.105 (mS/cm). Por lo tanto, se concluye que estas nanoparticulas son

estables en solucidn acuosa.

Zgta Potential Distribution
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Figura 6.3: Gréfico de medicion de potencial zeta por DLS de AgNPs.

6.2.2.2 Espectroscopia de Transmisiéon Optica

Los espectrometros de transmision Optica que miden en la regién UV-visible pueden
usarse para medir la absorbancia de luz ultravioleta o visible de una muestra, ya sea
a una sola longitud de onda o realizar una exploracion en un rango en el espectro. La
region UV abarca de 190-400 nm y la region visible abarca de 400-800 nm. Esta técnica
se puede usar tanto cuantitativamente como cualitativamente. El esquema de la Fig. 6.4

muestra el esquema de un espectrometro UV-Vis.
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Figura 6.4: Esquema de un espectrometro UV-Vis [79].

La fuente de luz (una combinacion de lamparas de tungsteno/halégeno y deuterio) pro-
porciona la radiacion ultravioleta cercana y visible que cubre los 200-800 nm. La salida
de la fuente de luz se enfoca en la rejilla de difraccion que divide la luz entrante en
sus componentes de colores de diferentes longitudes de onda, como un prisma, pero de
manera mds eficiente.

Para liquidos, la muestra se mantiene en un recipiente transparente y 6pticamente plano
llamado celda o cubeta. La celda o cubeta de referencia contiene el solvente en el cual
se disuelve la muestra y esto se conoce cominmente como el blanco. Para cada longitud
de onda, se mide la intensidad de la luz que pasa a través de una celda de referencia (/)
y la celda de muestra (/). Si I es menor que [, entonces la muestra ha absorbido algo de
luz.

La absorbancia (A) de una muestra estd relacionada con /'y I de acuerdo con la siguien-

te ecuacion:

A= lOglOITO

El detector convierte la luz entrante en una corriente, cuanto mas alta es la corriente,
mayor es la intensidad. El registrador de graficos generalmente grafica la absorbancia
contra la longitud de onda (nm) en la seccién visible y UV del espectro electromagnético

[79].
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Para la obtencidén del espectro de absorbancia Optica se utiliz6 el espectrometro USB-
650 Red Tide modelo USB-650-UV-VIS en el rango 200-800 nm ademds del software
Ocean Optics SpectraSuite y OriginPro. Se emple6 un tiempo de integracion de 26ms,
un promedio de 10 exploraciones y la celda Ultra micro-cell.

El espectro UV-Vis (Ver Fig. 6.5) confirma la formacion de AgNPs preparadas en liquido
por el método de reduccion quimica. Este espectro muestra una banda de absorcion
con un maximo localizado en 428 nm, sugerido por las caracteristicas del plasmén de
resonancia superficial de las AgNPs. La repulsion electrostética entre las AgNPs toma
lugar tal que cada nanoparticula estd rodeada por moléculas de citrato y en la cual una

carga negativa es generada. La absorbancia a 428 nm fue de 1.08.

15 T T

I:‘ AgNPs

0.54

Absorbancia

0.04

T T r T T
300 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 6.5: Espectro de Transmisién Optica en la regién UV-Vis de AgNPs.

6.2.2.3 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

El microscopio electronico de barrido (SEM) se utiliza para la observacion de superfi-
cies de muestras. Cuando el espécimen se irradia con un haz de electrones fino (llamado
fuente de electrones), los electrones secundarios se emiten desde la superficie del espé-
cimen. La topografia de la superficie se puede observar mediante el escaneo bidimen-
sional de la sonda de electrones sobre la adquisicion de la superficie de una imagen de

los electrones secundarios detectados.
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El SEM requiere un sistema 6ptico de electrones para producir una sonda de electrones,
un lugar para colocar la muestra, un detector de electrones secundarios para recolectar
electrones secundarios, una unidad de visualizacion de imdgenes y un sistema operativo
para realizar varias operaciones. El sistema 6ptico de electrones consta de una fuente
de electrones, un lente condensador y una lente de objetivo para producir una sonda
de electrones, una bobina de exploracion para escanear la sonda de electrones y otros
componentes. El sistema 6ptico electrénico (dentro de la columna del microscopio) y el

espacio que rodea la muestra se mantienen al vacio (ver Fig. 6.6) [80].
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Figura 6.6: Construccién basica de un SEM [80].

Las nanoestructuras metdlicas de Ag fueron caracterizadas por medio de un Microscopio
Electrénico de Barrido (SEM) marca FEI modelo Inspect 150 con magnificaciones que
van desde 6000 - 300 000x y con una resolucion de haz de electrones de 30 kV a alto
vacio. La Fig. 6.7 muestra la micrografia SEM de AgNPs a una concentracion de 2.5

mM, donde se aprecia la morfologia cuasi esférica de las particulas.
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Figura 6.7: Micrografia SEM de AgNPs a 2.5 mM.

6.3 Metodologia Parte II: Espectroscopia RAMAN-SERS

6.3.1 Calibracién de Acido Sidlico

Las mediciones de RAMAN se llevaron a cabo en un espectrometro Raman Horiba
Jobin Yvon XploRA ONE acoplado a un microscopio 6ptico Olympus BX4, utilizan-
do un rango de 800-1800nm, 20s de tiempo de adquisicién 2 acumulaciones, rejilla de
1800gr/mm, abertura de 100pxm, una fuente de laser verde a 532 nm. El haz del laser
fue enfocado en el centro sobre la muestra con objetivo 10x. Las muestras fueron depo-
sitadas sobre una placa de aluminio en pozos con una capacidad de aproximadamente
100 pl (Ver Fig. 6.8, los pozos estdn numerados en orden del 1 al 12). Para la técnica de
SERS se emple6 una relacion 2:1 (AS: AgNPs), esto es, 50ul AS y 251 de AgNPs para
cada pozo, en el caso de la curva de calibracidn; para las muestras de saliva se utilizaron
50ul de saliva y 25ul de AgNPs en cada pozo. La fluorescencia fue removida con el
software Vancouver Raman Algorithm, para posteriormente graficar con la ayuda del
software OriginPro 2016. Se prepararon soluciones de AS a distintas concentraciones:

1, 5,10, 15, 20, 50, 100 y 200 mg/dl para la curva de calibracion.
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Figura 6.8: Sustrato de aluminio para la mediciéon Raman-SERS.

Se llevé a cabo la medicion de los espectros Raman y SERS que aparecen en la Fig. 6.9,
dichos espectros muestran el espectro Raman del 4dcido sidlico medido en sélido (linea
azul), se aprecian las bandas Raman més significativas en 843, 940, 997, 1109, 1141,
1254, 1369, 1654 y 1723 cm-1, el espectro del 4cido sidlico en solucién a 200 mg/dl
(linea verde) y finalmente el espectro SERS que contiene el 4cido sidlico a 200 mg/dl y
nanoparticulas de plata (AgNPs) a 2.5 mM (linea roja) con las bandas SERS mads sig-
nificativas en 910, 1171 y 1365 cm-1 (solo son las 3 primeras), como se distingue en
este ultimo espectro la intensidad de la sefial SERS (linea roja) es superior en 3 6rde-
nes de magnitud al espectro Raman del AS sélido (linea azul), lo que comprueba que
la técnica SERS es efectiva (linea roja) y por lo tanto, amplifica la sefial con la ayuda
de las nanoparticulas de plata, mientras tanto el espectro de la solucién de AS (linea
verde) a 200 mg/dl no aporta ninguna informacion relevante debido a que su dispersante
es agua desionizada y la sefial Raman pudo llenarse de ruido. Cabe destacar que estas
mediciones se realizaron con la disolucién de AS a 200 mg/dl, como ya se habia men-
cionado anteriormente, dicha disolucion es la mayor de todas, ya que se trabajé con las
siguientes disoluciones: 1, 5, 10, 15, 20, 50, 100 y 200 mg/dl como sefiala la Fig. 6.10
que muestra todos los espectros SERS de todas las disoluciones del AS comercial, todos
estos espectros se midieron cada dia que se realizaban las mediciones de las muestras
de saliva de todos los grupos de estudio mencionados anteriormente. En esta figura se

puede distinguir de abajo hacia arriba las concentraciones de AS comercial con AgNPs
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de menor a mayor concentracion, las bandas SERS mas significativas se encuentran en
907, 1174 y 1365 cm ™1 que se encuentran en el eje X, mientras que en el eje Y se puede
apreciar que la intensidad Raman aumenta conforme se aumenta la concentracion de
AS, lo que sugiere que la técnica SERS es practica para la medicion de analitos a bajas

concentraciones, tal es el caso de 1 mg/dl.
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Figura 6.9: Espectros Raman del AS s6lido y en solucién a 200 mg/dl, y espectro
SERS del AS+AgNPs.
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Figura 6.10: Curva de calibracion del AS+AgNPs a diferentes disoluciones.

La reproducibilidad de la técnica SERS se puede apreciar en la Fig. 6.11 que muestran
3 curvas de calibracion obtenidas en diferentes dias de medicidn, la primera curva de
calibracién se obtuvo el 22/08/18 con las bandas SERS mads significativas en 907, 1174 y
1369 cm™1, la segunda curva de calibracién se obtuvo el 10/10/18 con las bandas SERS
mds significativas en 910, 1174 y 1367 ¢m ™1 y la dltima curva de calibracion se obtuvo
el 21/11/18 con las bandas SERS méds significativas en 910, 1173 y 1371 ¢m ™1, dichas
mediciones se hicieron tanto diurnas como nocturnas (en este tltimo caso tarde-noche)
y se siguen obteniendo las mismas bandas de resonancia caracteristicas del AS con un
corrimiento de 45 ¢m 1 y un factor de realce que oscila entre 10° — 10%, lo cual lo hace
una técnica muy eficiente y por consiguiente reproducible, en cuanto a la intensidad de
las sefiales obtenidas varia de dia a dia, pero en la mayoria de los casos se mantiene que
la intensidad Raman se intensifica conforme se incrementa la concentraciéon de AS a la

medicion.
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Figura 6.11: Curvas de calibracion.

A Curva de calibracion de AS a diferentes concentraciones del 22/08/18.
B Curva de calibracion de AS a diferentes concentraciones del 10/10/18.

C' Curva de calibracién de AS a diferentes concentraciones del 21/11/18.

Al analizar la molécula del AS a fondo, en 2014 Vinogradova et. al [41] muestra la
asignacion a los modos vibracionales tanto Raman como SERS experimental que obtuvo

al trabajar con NeuS5Ac y AgNPs, aparecen en la Fig. 6.12.
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Mode Modo Asignacion
experimental del | experimental del
Eaman {em” 1} SERS (cm”™ 1}
346mf g30s &(C — H), ecuatorial + p(CH;)
in cadena del glicerol®
280m - V-0 -+l —C)=
208m - G(C — Hlaxial + 7(C
— H ) enanillo =
945f 942w vic -0 -0 +vil
— 0% en cadena del glicerol
1001mf 1002vs vi{C — £) en anillo, v(€ — N)
1030f - v(0 — Ol
— () en cadena del glicerol =
1070m 1072w §(C—-—HLEC-0-H)+v(C
— 0 — ) en anilo, asimétrico »
1094m - V(€ — ) en anillo, simétrico
+ (€ -0 =
1110mf 1127s v — O),v({€ — Dasimétrico
1142F 1156w T(CHy)=
1234h 1237vs v(€ —N),amida 1]
1258mf - -
1296md - -
13404 1339m y(CH;) = +&6(C -0 —H)
1374m - v(L— )=
1390md 1391vs v(C0,)
1435m 1423m G(C—H)=
1460m 1434m §(CHS)
1332md - v(C — N} =
1636f - v(€ = 0), amidal
1726m - vl =

Figura 6.12: Nuimeros de onda y asignacién a los modos vibracionales de las bandas

Raman y SERS experimental del NeuSAc [41].

Nota: 0, tijereteo, v, aleteo, v, estiramiento, p , balanceo, 7, torsion. Lineas de in-
tensidad Raman: md= muy débil, d= débil, m=medio, f=fuerte, mf= muy fuerte,
h= hombro. *Asignaciéon basada en los céalculos de la Teoria de Funciones de la
densidad (DFT, por sus siglas en inglés) [41].

Respecto a la asignacion de los modos vibracionales del NeuSAc presentados en la Fig.
6.12, en las moléculas poliatémicas pueden distinguirse dos categorias bésicas de vibra-
ciones: de tension y de flexion. Una vibracion de tensién supone un cambio continuo en
la distancia interatdmica a lo largo del eje del enlace entre dos 4tomos. Las vibraciones
de flexion se caracterizan por un cambio en el dngulo entre dos enlaces, se clasifican en

cuatro tipos: tijereteo, balanceo, aleteo y torsion, como se muestra a continuacion en la
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Fig. 6.13 [81].

Simétrica Antisimétrica

a) Vibraciones de tension

S

Balanceo en el plano Tijereteo en el plano

Aleteo fuera del plano Torsi6n fuera del plano

b) Vibraciones de flexién

Figura 6.13: Modos vibracionales de las moléculas.

Las bandas més caracteristicas del NeuSAc en el modo SERS experimental del articulo
de Vinogradova et al. son 1001, 1237 y 1391 ¢m™1 y estan atribuidos al anillo de pi-
ranosa, grupo acetamida y grupos carboxilos, respectivamente, mientras que las bandas
en 1559 y 1585 em™1 se asignaron a los iones de citrato residuales.

En la Fig. 6.14 se hace una comparativa entre los modos vibracionales del NeuSAc
revisados en la literatura y que corresponden al trabajo hecho por Vinogradova et al. y
los modos vibracionales experimentados en este proyecto. Se llevo a cabo la respectiva
medicién de espectroscopia Raman, como ya se habia mencionado con anterioridad,
que corresponde al espectro en linea azul de la Fig. 6.9 y la linea roja de la misma figura
que corresponde al espectro SERS, de este ultimo se recopil6 los modos vibracionales
mds significativos que son 907, 1174 y 1369 cm ™1 que corresponden a un aleteo axial
del enlace C-H mads una torsién en el anillo del enlace C'Hs, torsion del enlace C'Hs y

estiramiento del enlace C-C, respectivamente para los modos vibracionales.
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Modo Modo Modo Modo Asignacion
experimenta | experimenta | experimenta | experimenta
1del Raman | 1del Raman | 1del SERS | 1del SERS
(cm™) (cm™) (cm™) (cm™)
Vinogradova | Hernandez- | Vinogradova | Hernandez-
et al. Cedillo et al. Cedillo
898m 894d - 907f 6(C — H)axial
+1(C
— H,) en anillo
E 3
1142d 1141f 1156d 1174f T(CH,) =
1374m 1369f - 1369f v(C—C) =

Figura 6.14: Comparacion de los modos vibracionales Raman y SERS de Vinogradova

et al. y Hernandez-Cedillo.

Nota: J, tijereteo, -, aleteo, v/, estiramiento, p , balanceo, 7, torsiéon. Lineas de in-
tensidad Raman: md= muy débil, d= débil, m=medio, f=fuerte, mf= muy fuerte, h=

hombro.

6.3.2 Muestras de Saliva

Para la medicidn de las muestras de saliva, se llevd a cabo una centrifugacién a 6000 rpm
(revoluciones por minuto) y posteriormente se obtuvo un sobrenadante de la muestra que
fue separado del precipitado, una vez que se obtuvo el sobrenadante pasé a mezclarse
con AgNPs, las muestras se colocaron en los pozos de un sustrato de aluminio (Fig. 6.8)
en una relacion 2:1 (AS: AgNPs), esto es S0uL de salivay 251 de AgNPs en cada pozo.
La fluorescencia fue removida con el software Vancouver Raman Algorithm, para pos-
teriormente graficar con la ayuda del software OriginPro 2016 y se obtuvo el siguiente
espectro (ver Fig. 6.15), se observan los espectros de las pacientes numeradas del 1 al 4
(las pacientes son numeradas para evitar mencionar sus nombres por cuestiones éticas),
las pacientes 1 y 2 corresponden a mujeres diagnosticadas con lesiones precancerosas
o precancerosas (linea verde) y las pacientes 3 y 4 a mujeres diagnosticadas con cancer
cervicouterino (linea roja), también se muestran los espectros del dcido sidlico comercial

(linea azul) de la menor (1 mg/dl) y de la mayor (200 mg/dl) concentracién, se puede
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observar que los espectros de las pacientes muestran modos vibracionales significativos
en 907, 1174 y 1369 cm ™1, por lo que se demuestra que pueden detectarse los modos
vibracionales del 4cido sidlico en las muestras de saliva de pacientes con afecciones co-
mo el cancer cervicouterino y lesiones precancerosas; también cabe mencionar que la
intensidad de la sefial SERS es mayor en las pacientes de CaCu que en las pacientes con

NICs y que se verd reflejado en los resultados de las concentraciones obtenidas.

800 1000 1200 1400 1600 1800

33000 f—— AS 200mg/d| '
22000 |- B
11000 |

195 b
6000

o0 [ P4-Cacu ]

2000 | p
~ O g
< L
= 5400 |—— P3-CaClU B
= 3600 ]
g e00 [ p
& 160 s :
° -

| L
i00 — P1-NICs

520 - —

0 R 4

L 1
00— AS 1mg/dl ]
600 -
300 |
oF \ ]

1 I
800 1000 1200 1400 1600 1800

Corrimiento Raman (cm™)

Figura 6.15: Espectros SERS de disoluciones de AS (1 y 200 mg/dl) y de pacientes
diagnosticadas con NICs (P1 y P2) y CaCu (P3 yP4).

6.4 Metodologia Parte III: Analisis Estadistico y de Diagnéstico

Para el andlisis estadistico se utilizo el software Vancouver Raman Algorithm el cual es
un algoritmo para la eliminacién automdtica de la fluorescencia en espectros Raman
derivados de muestras bioldgicas. Después, se utilizd el software OriginPro8.6 para
identificar las tres bandas mds caracteristicas 907, 1174 y 1369 ¢m ™1 de la curva de

calibracién para determinar la concentracion de édcido sidlico mediante un ajuste a la
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curva utilizando la funcién logaritmica mediante la siguiente ecuacion:

y=a—bxlIln(z+c)

Donde a, b y ¢ son los pardmetros de ajuste a la funcién logaritmica. Se obtuvo un

grado de correlacion superior a 0.9, como puede observase en las Figs. 6.16-6.18, lo que

indica una precision en la determinacion de las concentraciones de AS tanto en la curva

de calibracién como posteriormente en las muestras de saliva de los grupos estudiados.

12000

m A3
Ajuste 807cm’” -
10000 |
<: el
3 8000 - o
(=
Ly
E 6000 |
v'e S Model Len3Pi1
g / Equation y =a- b'In[x+ch
S 4000 | m Plot B |
‘@ i -31222 37326 + 136624
a

g L H
= 2000 b b TEE2 A48 £ 23172 ||
=~ ¢ &5 HBU7E 36 85435

o Raduced Chi-§ 250762.70015

0+ R-Square{Con) 0.98857
; | Adj. R-Square 0.08285
] 50 100 150 200

Concentracion AS (mg/dl)

Figura 6.16: Ajuste a la funcién logaritmica del modo vibracional 907 cm ™1 del AS.
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12000 . I
Ajuste1174 cm™ -
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‘w 4000 4 Plot B
c m -32238.10958 £ 19440432
g o] a 83
£ 2000} it b 779030615 + 3311 B4E5
c 6301529 + 4961661
T Retluced Chi-Sg 539720 96595
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Figura 6.17: Ajuste a la funcion logaritmica del modo vibracional 1174 ¢m ™1 del AS.

Concentracion AS (mg/dl)
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Figura 6.18: Ajuste a la funcién logaritmica del modo vibracional 1369 c¢m ™1 del AS.

Una vez que se obtuvo la curva de calibracion y posterior a este paso se obtuvieron las
concentraciones de AS para todos los grupos de pacientes con las diferentes afecciones

de las que se discutird en el siguiente capitulo.
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También se utilizaron diferentes pruebas estadisticas para el andlisis de resultados como
son:

Prueba de Normalidad de Shapiro-Wilk:
La prueba de Shapiro-Wilk es una de las pruebas més populares para las pruebas de
normalidad de un conjunto de datos experimentales, se considera una de las pruebas mas
potentes y se basa en la correlacion entre las observaciones dadas y las puntuaciones
normales asociadas. La prueba de Shapiro-Wilk fue publicada por Shapiro y Wilk en

1965. La ecuacién de la prueba es la siguiente:

W = (Eaiyi)z
S(y—)

Donde y; es el nimero que ocupa la i-ésima posicion en la muestra (con la muestra or-
denada de menor a mayor), a; es el i-€simo valor esperado de las estadisticas de orden
normalizadas. Para observaciones distribuidas de forma independiente e idéntica, el va-
lor de a; puede obtenerse de la tabla presentada por Shapiro y Wilk para tamafios de
muestra de hasta 50. W puede expresarse como un cuadrado del coeficiente de correla-
cioén entre a; y y;. Por lo tanto, W es invariante en cuanto a ubicacién y escala, y siempre
es menor o igual a 1 [82].
Respecto al procedimiento para la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, la hipétesis
nula (H,) y alternativa (H;) se expresan de la siguiente manera [83]:
Hy: Los datos no siguen una distribucién normal.
H;: Los datos siguen una distribucién normal.
En un grifico de y; contra a;, una linea recta exacta llevaria a W muy cerca de 1. Enton-
ces, si W es significativamente menor que 1, la hipdtesis nula serd rechazada. Aunque
la prueba Shapiro-Wilk W es muy popular, depende de la disponibilidad de los valores
de a;, y para casos de muestra grandes, su cdlculo puede ser mucho mas complicado.
Shapiro y Francia (1972), Weisberg y Bingham (1975) y Royston (1982) han sugerido

algunas modificaciones menores a la prueba W [82].
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Prueba de comparacion de Bonferroni

Nombrado en honor al matematico italiano Carlo Emilio Bonferroni (1892-1960), pero
primero atribuido a Olive Jean Dunn, la correccion de Bonferroni compensa las compa-
raciones multiples dividiendo el nivel de significacion por el niimero de comparaciones.
El nivel de significacion es la probabilidad de que una prueba dada encuentre incorrecta-
mente una diferencia en la muestra que no estd presente en la poblacién (falso positivo).
La correccion de Bonferroni se ajusta para esto al dividir el nivel de significacion por el
numero de pruebas. Esta técnica ha sido criticada por ser demasiado conservadora, par-
ticularmente cuando se usa una gran cantidad de pruebas, y puede aumentar el riesgo de
un falso negativo. Otras pruebas, como el método de Tukey-Kramer y Scheffe, pueden
reducir este riesgo [84].

Ademds de lo mencionado anteriormente se utilizaron las pruebas diagndsticas, para
evaluar dichas pruebas se utiliz6 el software OriginPro8.6 mediante la construccién del
gréfico de la curva ROC, de la que se hablara a detalle mas adelante.

La utilidad de las pruebas diagndsticas se basa en la capacidad de separar adecuada-
mente las personas sanas de las enfermas, y de no producir falsos positivos o negati-
vos. Las propiedades de las pruebas diagnésticas se describen tradicionalmente como
sensibilidad, especificidad y valores predictivos. Una forma adicional de considerar la
probabilidad de la enfermedad es mediante el cdlculo de la razén de probabilidades o
likelihood ratio; este permite conocer cuanto mas probable es un resultado (positivo o
negativo) segin la presencia o ausencia de la enfermedad. Las pruebas diagndsticas son
utilizadas para diferentes fines: tamizaje de una poblacién, bisqueda de casos, descarte
de un diagndstico, confirmacién de un diagndstico o seguimiento de una patologia. Para
una correcta evaluacion de una prueba diagndstica se deben conocer los siguientes ele-
mentos: sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo

y curva ROC (del inglés, receiver operating characteristic curve).
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Presente Ausente
Total
Valor predictivo positive
Verdaderos positivos Falsos positivos bositi
Positivo |5 (v+) (F+) £ (OAS T‘g;s
Pruebadicotémica e A B .
clasificada como : e
positiva o | Falsos negativos Verdadero negativo 'f
negativa en . 2 Negativos
62 Negativo |} (F-) (V-) i R
funcion delos : C D g (C+D)
resultadosdela d :
a Valer predictivo negativo
prueba . :
N
+ +
Total Enfermos (A + C) Sanos (B + D) (A+B+C+D)

Figura 6.19: Resultados de una prueba diagndstica [85].

Al hacer el andlisis de la evaluacion de las pruebas diagndsticas se definen los siguientes
conceptos:
Sensibilidad (S): Capacidad de una prueba para identificar correctamente aquellos que
tienen la enfermedad. Esta es igual al niimero de sujetos con una prueba positiva que tie-
nen la enfermedad, dividido entre todos los sujetos que tienen la enfermedad, mediante
la siguiente férmula:

S = ey X100%
Enla Fig. 6.19, la flecha sefiala la direccién de la sensibilidad desde la enfermedad hacia
el resultado de la prueba, es decir, es la probabilidad de que, en un individuo enfermo,
la prueba resulte positiva. Asi, la sensibilidad es la probabilidad dada por la proporcién
de sujetos con resultado positivo entre el total de enfermos.
Especificidad (E): Capacidad de una prueba para identificar aquellos que no tienen la
enfermedad, y es igual al nimero de sujetos que resultan negativos a la prueba y que no
tienen la enfermedad, dividido entre el nimero de personas que no tienen la enfermedad

0 estdn sanos, mediante la siguiente férmula:
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D
E = 525 X100%

En la Fig. 6.19 la flecha sefiala la direccion de la especificidad, y su trayecto indica que
va desde la ausencia de enfermedad al resultado de la prueba, es decir, la probabilidad
de que, en un individuo no enfermo, la prueba resulte negativa.

Valor Predictivo Positivo (VPP): Es la probabilidad que tiene un individuo de estar en-
fermo cuando el resultado de la prueba es positivo, en otras palabras, es una probabilidad
condicionada a que un paciente que resulte positivo a la prueba tenga la enfermedad. En
la Fig. 6.19, la flecha sefala la direccion del valor predictivo positivo, desde el resultado
de la prueba positiva a la probabilidad de que este individuo esté enfermo. Se evalda

mediante la siguiente férmula:

A

Valor Predictivo Negativo (VPN): Es la probabilidad de que un individuo que obtenga
un resultado negativo a la prueba no presente la enfermedad o esté sano. En la Fig.
6.19 la flecha sefiala la direccion del VPN, que proviene de un resultado negativo de
la prueba y la probabilidad de que el individuo no esté enfermo. Esta probabilidad esta
condicionada a que un sujeto con resultado negativo no esté enfermo o esté sano. En
otras palabras, es la probabilidad de que el paciente no tenga la enfermedad frente a un

resultado negativo de la prueba. Se evalia mediante la siguiente férmula:

_ _ D
VPN = 25 X100%

Como norma general, cuando se desee evaluar la sensibilidad y la especificidad de una
prueba, se debe partir del conocimiento de la presencia o no de la enfermedad en los
individuos estudiados, y comparar los resultados de la prueba en evaluacién, con una

prueba de referencia o “prueba de oro”.
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Hasta ahora se ha mencionado sélo la posibilidad de que en una prueba se obtengan
dos resultados: positivo o negativo, pero a menudo los resultados de una prueba son en
variables continuas, tales como la presion arterial o el nivel de glicemia, no tienen un re-
sultado positivo y otro negativo, sino datos en escala continua. La decision debe ser, por
lo tanto, establecida con un nivel umbral o punto de corte encima del cual el resultado
de la prueba es considerado como positivo, y por debajo de éste es considerado nega-
tivo. Lo que plantea la necesidad de establecer puntos de corte dptimos en funcién de
los valores continuos medidos, en este sentido, una herramienta que facilita el estableci-
miento de los puntos de corte es la construccion de las curvas ROC (Curva caracteristica
Operativa del Receptor, por sus siglas en inglés).

Curva ROC (Curva caracteristica Operativa del Receptor)

El uso de las curvas ROC minimiza la aparicion de falsos positivos, lo cual estd asociado
con un elevado costo emocional y econémico, ya que los pacientes podrian ameritar la
repeticion de las pruebas, sin que sea del todo necesaria, pues posiblemente pocos de
ellos estén realmente enfermos.

Adicionalmente, la implementacion de las curvas ROC también disminuye el numero de
falsos negativos. Los falsos negativos constituyen un serio problema en el manejo clini-
co, sobre todo cuando se trata de enfermedades graves, ya que se pierde la oportunidad
de darle al paciente un tratamiento eficaz en etapas iniciales.

Para construir una curva ROC ésta se representa en un plano cartesiano, graficando
sensibilidad versus 1-especificidad. En este sentido, las curvas ROC muestran todos
los pares ordenados (sensibilidad, 1-especificidad), resultantes de la variacién continda
de los puntos de corte en todo el rango de resultados observados. El grafico expresara
mayor poder discriminatorio de la prueba, cuanto mayor sea el drea bajo la curva, que
por lo general es considerado como mayor al 0.8. Las curvas ROC optimizan el punto
de corte, es decir, cuanto mds sensible y especifica sea la prueba (puntos mas hacia

arriba y mds hacia la izquierda en la grafica), mdas se alejard de la diagonal, lo cual es
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considerado como el mejor punto de corte [85], como se puede observar en la Fig. 6.20
la clasificacion de la prueba como mala, regular y buena en funcién del area bajo la

curva obtenida de la curva ROC [86].

1.004 -

0.75

0.50

SENSIBILIDAD

0.25

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

1-ESPECIFICIDAD

Figura 6.20: Tipos de curva ROC [86].

Cuando se construyen las curvas ROC existen varios métodos que permiten la identifi-
cacion del punto de corte ideal. Dos de ellos son el método de distancias minimas y la
determinacion de los indices de Youden. En el primero, se trazan lineas que unan los
distintos puntos de corte con la coordenada (1,0), que corresponde a una sensibilidad y
especificidad del 100 %, la linea que tenga la menor distancia es la que estd conectada
con el punto de corte ideal, que representa el mejor par (sensibilidad, 1-especificidad).
Por su parte, el método de Youden requiere la determinacién de un indice para cada

punto de corte posible. El cual se calcula a través de la férmula:

IY =(S+FE)—1

El punto de corte con el mayor indice corresponde al ideal [85].
Autores como Galen y Gambino et al. han sugerido una serie de postulados de tipo
préactico respecto a las caracteristicas de una prueba diagndstica para elegir el valor del

punto de corte a tomar en cuenta.
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1. Elegir la mayor sensibilidad cuando:

a. Laenfermedad sea grave y no pueda pasar inadvertida.

b. La enfermedad sea tratable.

c. Los resultados de falsos positivos no supongan un traumatismo psicold-
gico o econdmico en los individuos examinados.

2. Elegir la mayor especificidad posible cuando:

a. La enfermedad sea importante, pero dificil de curar o incurable.
b. El hecho de conocer que no se padece la enfermedad tiene una importan-

cia sanitaria y psicoldgica.

3. Debe utilizarse una prueba con un alto valor predictivo positivo cuando el tra-

tamiento de los falsos positivos pueda tener consecuencias graves.

4. Un valor global elevado se desea cuando:

a. La enfermedad sea importante, pero curable.

b. Tanto los falsos positivos como los falsos negativos supongan un trauma-

tismo y esté conlleve consecuencias graves [86].
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Capitulo 7

Analisis y Discusion de Resultados

7.1 Resultados Parte I: Lesiones Precancerosas y Cancer

Cervicouterino Invasor

Resultados de ambos hospitales: Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”,
San Luis Potosi, S.L.P y “Hospital General de Ciudad Valles, Ciudad Valles, San
Luis Potosi, S.L.P.

Grupos: Lesiones precancerosas (NICs) vs Cancer cervicouterino invasor (CaCu)
El grupo total de pacientes femeninas de ambos hospitales fue de 50 pacientes, divididas
en dos grupos: NICs y CaCu con 41 y 9 pacientes, respectivamente. La informacion
obtenida de la hoja de recoleccion de datos de las pacientes de ambos grupos como
edad, peso, estatura e indice de masa corporal (IMC) se reunen en la Tabla 7.1 que nos
sefiala que la media de las edades de ambos grupos son muy comparables; respecto al
peso y estatura son similares y por dltimo el IMC con un valor promedio de 28.10 para
las NICs y 27.23 para CaCu indica que la mayoria de las pacientes sufre de sobrepeso
de acuerdo a la OMS que clasifica el IMC con un valor entre 25.0 hasta 29.99 como

sobrepeso [87].
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Tabla 7.1: Media y desviacion estdndar de los datos obtenidos (edad, peso, estatura y

IMC) de los grupos: CaCu y NICs.

Datos/grupos NICs CaCu
Edad (afios) 43 £ 12 39+ 10
Peso (kg) 67.81 +12.38 | 67.96 + 12.03
Estatura (m) 1.55 £ 0.06 1.57 £ 0.06
IMC 28.10 £5.12 | 27.23 +£4.11

En la Fig. 7.1.A. se muestra el grafico de nube correspondiente a las concentraciones de
AS en saliva, en el que se observa que la mayoria de las concentraciones pertenecientes
a las NICs (puntos negros) se aglutinan debajo de la concentracién de 25 mg/dl, pero
aparecen de 2-7 puntos atipicos con altas concentraciones de AS, dichos puntos corres-
ponden a pacientes diagnosticadas con lesiones precancerosas clasificadas como NIC2/3
que varian desde 45-123 mg/dl, estas pacientes muestran un incremento de AS en saliva
a diferencia del resto del grupo, este comportamiento se debe a que son lesiones de alto
grado que estarian progresando a un cdncer cervicouterino invasor, de hecho los médi-
cos refieren a las lesiones NIC2/3 como lesiones precursoras del cancer y el Instituto
Nacional del Cancer clasifica esta lesion como el estadio 0 del cdncer cervicouterino
[88], por lo que podria hacerse un seguimiento de dichas pacientes para corroborarlo
con su historial clinico.

Es importante mencionar que las lesiones de bajo grado NIC1 muestran concentraciones
de AS mads bajas que las lesiones de alto grado NIC2/3, exceptuando sélo una paciente
que tiene una concentracion de AS de 45.86 mg/dl, a la cual podria hacerse un segui-
miento; es de suma importancia detectar cuales lesiones progresardn a un cdncer y de
esta manera evitar procedimientos quirdrgicos innecesarios de deteccion, tal es el caso
de las lesiones NIC1, ya que las pacientes que padecen estas lesiones son tratadas a

veces innecesariamente.
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En el caso de las concentraciones de AS pertenecientes al grupo CaCu estas se muestran
mds dispersas (puntos rojos) y varian desde 8-100 mg/dl, dicho grupo retine concentra-
ciones de todos los estadios clinicos desde el estadio 1 al 4; por dltimo, cabe mencionar
que la concentracion mas alta del grupo de lesiones precancerosas es de 123.31 mg/dl,
mientras que para el grupo de CaCu es de 99.21 mg/dl.

En cuanto al grupo de CaCu, a pesar de que este grupo de pacientes es estadisticamente
pequeiio, lo cual se debe a los rigurosos criterios de inclusion y exclusion (sefialados en
el capitulo IV), es relevante mencionar que la poblacion global de este tipo de cancer es
de menor incidencia que el cdncer de mama; aun asi, podemos vislumbrar que los datos
obtenidos nos permiten establecer resultados concisos para esta prueba.

Respecto a los resultados estadisticos, tanto la media como la mediana (Fig. 7.1.B.) en
el grupo de CaCu tiene una mayor concentracién de AS comparada con en el grupo
de lesiones NICs, esta ultima informacion puede visualizarse en la Tabla 7.2 incluye
los valores numéricos de la media, mas/menos la desviacién estandar, la mediana, el
primer y tercer intercuartil, asi como también el valor de p que se obtuvo de la prueba
de normalidad de Shapiro-Wilk.

Al analizar estos datos nos permite establecer que la concentraciéon de AS en saliva se
eleva cuando hay presencia de cincer cervicouterino invasor, lo que responde a la pre-
gunta de investigacion que al incrementar la severidad (pasando de una lesién precance-
rosa a un cancer cervicouterino invasor) de la enfermedad aumenta la concentracién de

AS en saliva en las pacientes femeninas.
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Figura 7.1: A. Gréfico de nube de las concentraciones de AS de los grupos NICs y
CaCu de ambos hospitales.
B.Gréfico de caja de las concentraciones de AS de los grupos NICs y CaCu de ambos

hospitales.

Tabla 7.2: Concentraciones de AS (mg/dl) para los grupos de NICs y CaCu.

NICs CaCu
No. pacientes 41 9
Concentracion de AS (mg/dl) 23.11 £+ 25.82 13.78 (11.01 2 20.59) | 38.9 + 30.43 30.03 (15.19 ? 50.65)
Valor de p (Nivel de significancia p <0.005) (1,44210)~8 (No. Normal) 0.2199(Normal)

Para ampliar mas el estudio se aplicaron varias pruebas estadisticas a los grupos: NICs
y CaCu, entre ellas se aplico la prueba de Bonferroni donde se obtiene que no hay di-
ferencia significativa entre ambos grupos, la prueba de Normalidad de Shapiro-Wilk
menciona que al nivel de significancia de 0.05 los datos del grupo de CaCu siguen una
distribuciéon normal de la poblacion, mientras que los datos del grupo de NICs siguen
una distribucién no normal de la poblacién. Por dltimo, se obtuvo una curva ROC (Fig.
7.2) para establecer el drea bajo la curva y el mejor punto de corte de concentracion de
AS global para ambos grupos estudiados, asi mismo, también se establecio la sensibili-

dad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo, dichos datos aparecen en la Fig.

7.3.
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Figura 7.2: Curva ROC de las concentraciones de AS de los grupos NICs y CaCu.

Los datos obtenidos de la curva ROC sefialan un 70 % del 4rea bajo dicha curva, esto
indica que la prueba de 4cido sidlico estd por encima del porcentaje que clasifica a la
prueba como regular, lo cual es buen pardmetro para evaluar la prueba del AS en saliva.
El 4rea bajo la curva ROC es obtenida al asignar niimeros binarios a las concentraciones
de 4cido sidlico, donde el 1 representa las concentraciones de AS de personas enfermas
(grupo CaCu), es decir, los positivos, y el O representa las concentraciones de AS de per-
sonas sanas (grupo NICs), es decir, los negativos. El mejor punto de corte se determin6
mediante el indice de Youden [85], por lo tanto, se establecié que la concentracion de
AS>15 mg/dl en saliva es el mejor para los grupos de todas las lesiones precancero-
sas (NICs) y cancer cervicouterino invasor (CaCu), dicho punto de corte nos sefiala que
arriba de esta concentracion se encuentran todas las personas enfermas y debajo todas

las personas sanas de un grupo total de 50 pacientes femeninas de ambos hospitales.
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Figura 7.3: Comparacion de los datos obtenidos mediante frotis de Papanicolaou y

prueba de AS en saliva en grupos de NICs y CaCu.

En la Fig. 7.3 se muestra la comparativa de los porcentajes obtenidos del frotis de Pa-
panicolaou publicado por M. U. Barut et al. en 2015 [15] (barras color negro) versus
la prueba de AS en saliva (barras color rojo) de 2018, para el Pap se obtuvieron los
siguientes porcentajes: especificidad (E) del 76 %, sensibilidad (S) del 57 %, valor pre-
dictivo negativo (VPN) 92 % y valor predictivo positivo (VPP) 26 %; mientras que para
la prueba de AS en saliva se obtuvo: E del 71 %, S del 66 %, VPN del 91 % y VPP del
33 %.

Se observa que la prueba de AS en saliva mejora los porcentajes de sensibilidad y el
valor predictivo positivo, disminuye en el porcentaje de especificidad y se mantiene en
el porcentaje del valor predictivo negativo; dichos porcentajes nos sefialan que debemos
trabajar mas para poder incrementar el porcentaje de especificidad de la prueba y de esta
manera poder clasificar correctamente una paciente sana.

Aln a pesar de este ultimo porcentaje, la prueba del AS en saliva mejora el porcentaje
de sensibilidad, mostrando un 66 % en comparacion con el porcentaje reportado en la
literatura de M. U. Barut et al. [15], lo que sefiala que es posible clasificar correctamente

una paciente enferma y de esta manera reducir procedimientos quirdrgicos innecesarios
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en las pacientes.

Respecto a los valores predictivos, se mejord ligeramente el porcentaje del VPP lo que
sugiere que es posible predecir que una paciente esté enferma cuando el resultado de
la prueba es positivo, es decir, tener la certeza de su enfermedad, de igual manera se
evitarian los procedimientos médicos innecesarios como también se evitaria estrés emo-
cional en las pacientes derivado de un mal diagndstico y/o tamizaje, podria trabajarse
mads adelante para mejorar este porcentaje; por el contrario en el porcentaje del VPN,
este se mantuvo, dicho porcentaje nos da la certeza de predecir que una paciente esté
sana cuando el resultado de la prueba es negativa, aunque el porcentaje se mantiene, es
un buen porcentaje.

Para la obtencién de los porcentajes de E, S, VPN y VPP, se utilizaron los siguientes
datos conocidos como Verdadero Positivo (VP), Falso Negativo (FN), Falso Positivo

(FP) y Verdadero Negativo (VN) [89]:

= VP: nimero de pacientes enfermos (Pap positivo) en los que la prueba resultd

positiva (tamizaje correcto).

= FN: nimero de pacientes enfermos (Pap positivo) en los que la prueba resultd

negativa (tamizaje incorrecto).

= FP: nimero de pacientes sanos (Pap negativo) en los que la prueba resulté po-

sitiva (tamizaje incorrecto).

= VN: nimero de pacientes sanos (Pap negativo) en los que la prueba resultd

negativa (tamizaje correcto).

Resultando en los siguientes porcentajes: VP 12 %, FN 6 %, FP 24 % y VN 58 % del total
de la poblacién de mujeres estudiadas. Como ya lo habia mencionado Sanchez-Nava et
al. [90] en 2013, “ningtin método (diagndstico o tamizaje) estd exento de errores, por lo

cual se producen falsos negativos (FN), de 5-10 % hasta 35 % que representan una de
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las mayores causas de fallo de los programas de deteccién oportuna”. Estos FN suponen
y citando en sus palabras una “derrota” del método utilizado ya que en el seguimiento
de la paciente al volver a hacer el examen se detectard una patologia en un estadio mds
avanzado. Es concluyente mencionar que la prueba del AS en saliva obtuvo un 6 % de
FN lo que supone un porcentaje de tasa baja.

Sénchez-Nava et al. también menciona que cuando se decide que prueba de tamizaje
utilizar es muy importante seleccionar la de mayor especificidad, debido a que las prue-
bas con especificidad baja son aplicadas en la poblacién sana, con muy baja prevalencia
de la enfermedad resulta en una mayor proporcion de falsos positivos.

Resumiendo, al analizar los grupos de NICs versus CaCu no se obtuvo diferencia sig-
nificativa entre ambos, también se obtuvo un bajo porcentaje de especificidad del 71 %
y una alta tasa de falsos positivos del 24 %, es importante mencionar que un bajo por-
centaje de especificidad concluye que no es realmente una buena prueba de tamizaje a
elegir y que una alta tasa de falsos positivos puede derivar en una sobre detecciéon de
NICs que encauzan a tratamientos innecesarios para mujeres que de hecho no corren
ningun riesgo de padecer cancer cervicouterino en ese momento.

Por lo cual la meta seria reducir el niimero de falsos positivos, para esto se presentardn
los datos de dos grupos a estudiar: lesiones precancerosas de bajo grado (NIC1) versus
el grupo de lesiones precancerosas de alto grado (NIC2/3) y cancer cervicouterino inva-
sor (CaCu), esto se debe a que las lesiones precancerosas de alto grado son precursoras
del cancer, como ya se habia mencionado con anterioridad. Al estudiar estos grupos se

pretende elevar el porcentaje de especificidad y reducir la tasa de falsos positivos.
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Grupos: Lesiones precancerosas de bajo grado (NIC1) vs Lesiones precancerosas
de alto grado (NIC2/3) y Cancer cervicouterino invasor (CaCu)

El grupo total de pacientes femeninas de ambos hospitales fue de 50 pacientes, ahora
estan divididas en dos nuevos grupos de estudio: NIC1 vs NIC2/3+CaCu con 30 y 20
pacientes, respectivamente. Los datos de las pacientes de ambos grupos como edad,
peso, estatura e indice de masa corporal (IMC) se retunen en la tabla 17 y nos sefialan el

mismo comportamiento que la Tabla 7.3 de datos.

Tabla 7.3: Media y desviacion estdndar de los datos obtenidos ((edad, peso, estatura y

IMC) de los grupos: NIC1 y NIC2/3+CaCu.

Datos/grupos NIC1 NIC2/3+CaCu

Edad (afios) 44 + 12 40 £ 11

Peso (kg) 69.54 £13.40 | 65.29 £9.91

Estatura (m) 1.55 £ 0.06 1.56 £ 0.06

IMC 28.84 £5.46 | 26.60 £3.72

En la Fig. 7.4.A. se muestra el grafico de nube correspondiente a las concentraciones de
AS en saliva, dicho grifico muestra que dentro de las concentraciones de AS del grupo
de NICI1 (puntos negros) se observan sélo 2 puntos atipicos con mayor concentracion
(29.51 y 45.86 mg/dl) que el resto de las concentraciones que se encuentran debajo de
los 21 mg/dl de concentracién de AS en saliva, mientras que el grupo de NIC2/3+CaCu
(puntos rojos) muestra concentraciones mas dispersas desde 1.6 hasta 123.31 mg/dl. En
la Fig. 7.4.B. se resalta que la mediana del grupo de NIC2/3+CaCu es mayor que el
grupo NIC1, lo mismo sucede con las medias de ambos grupos, esta tltima informa-
cion puede visualizarse en la Tabla 7.4 que incluye los valores numéricos de la media,
mads/menos la desviacidn estdndar, la mediana, el primer y tercer intercuartil, asi como

también el valor de p que se obtuvo de la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Cabe
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destacar que la concentracién de AS en saliva en mayor en el grupo de NIC2/3+CaCu

que en el grupo de NIC1 para ambos hospitales del grupo total de pacientes femeninas.
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Figura 7.4: A. Gréfico de nube de las concentraciones de AS de los grupos NIC1 y
NIC2/3+CaCu de ambos hospitales.
B. Gréfico de caja de las concentraciones de AS de los grupos NIC1 y NIC2/3+CaCu

de ambos hospitales.

Tabla 7.4: Concentraciones de AS (mg/dl) para los grupos de NIC 1 y NIC2/3+CaCu .

NIC 1 NIC2/3+CaCu
No. pacientes 30 20
Concentracion de AS (mg/dl) 14.19 £+ 8.00 13.22 (10.86 ? 16.95) | 38.9 + 30.43 30.03 (15.19 ? 50.65)
Valor de p (Nivel de significancia p <0.005) (4,46210)~5 (No. Normal) 0.2199(Normal)

Para el andlisis estadistico se aplicaron varias pruebas para ambos grupos estudiados
(NICT vs NIC2/3+CaCu), entre ellas se aplico la prueba de Bonferroni donde se obtiene
que hay diferencia significativa entre ambos grupos, lo cual es un resultado sobresaliente
ya que hace que la prueba de AS en saliva sea util para diferenciar estos dos grupos.

La prueba de Normalidad de Shapiro-Wilk menciona que al nivel de significancia de
0.05 los datos del grupo de NIC2/3+CaCu siguen una distribucién normal de la po-
blacién de concentraciones, mientras que los datos del grupo de NIC1 siguen una dis-

tribucién no normal de la poblacién. Por dltimo, se obtuvo una curva ROC (Fig. 7.5)
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para establecer el mejor punto de corte de concentracién de AS global para ambos gru-
pos estudiados y el drea bajo la curva, asi mismo, también se establecié la sensibilidad,

especificidad y valores predictivos que aparece en la Fig. 7.6.
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Figura 7.5: Curva ROC de las concentraciones de AS de los grupos NIC1 y
NIC2/3+CaCu.

Los datos obtenidos de la curva ROC sefialan un 77.25 % del 4rea bajo dicha curva, esto
indica que la prueba de 4cido sidlico estd por encima del porcentaje que clasifica a la
prueba como buena, este es un resultado excelente que nos permite establecer buenos
porcentajes de sensibilidad, especificidad y valores predictivos derivados de esta curva
todo esto para evaluar la efectividad de la prueba del AS en saliva. El mejor punto de
corte se determind mediante el indice de Youden [85], por lo tanto, se establecié que
la concentracién de AS>22 mg/dl en saliva es la mejor para los grupos de las lesio-
nes precancerosas de bajo grado (NIC1) vs lesiones de alto grado (NIC2/3) y cancer
cervicouterino invasor (CaCu), dicho punto de corte nos sefiala que arriba de esta con-
centracion se encuentran todas las personas enfermas y debajo todas las personas sanas

de un grupo total de 50 pacientes femeninas de ambos hospitales.
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Figura 7.6: Comparacion de los datos obtenidos mediante frotis de Papanicolaou y

prueba de AS en saliva en grupos de NIC1 y NIC2/3+CaCu.

En la Fig. 7.6 se muestra la comparativa de los porcentajes obtenidos del frotis de Pa-
panicolaou publicado por M. U. Barut et al. en 2015 [15] (barras color negro) versus la
prueba de AS en saliva (barras color rojo) de 2018 (s6lo grupos: NIC1 y NIC2/3+CaCu)
para el Pap se obtuvieron los siguientes porcentajes: especificidad (E) del 76 %, sensi-
bilidad (S) del 57 %, valor predictivo negativo (VPN) 92 % y valor predictivo positivo
(VPP) 26 %; mientras que para la prueba de AS en saliva se obtuvo: E del 93 %, S del
65 %, VPN del 80 % y VPP del 87 %.

Se observa que la prueba de AS en saliva mejora los porcentajes de especificidad, sensi-
bilidad y el valor predictivo positivo y s6lo disminuye en el porcentaje del valor predic-
tivo negativo, de este dltimo a pesar de la disminucién se mantiene en un buen rango de
porcentaje, es decir, del 80-100 %. Es importante mencionar que se logré lo deseado, es
decir, incrementar el porcentaje de especificidad de la prueba del AS en saliva en com-
paracion con el Frotis de Papanicolaou, lo cual es un excelente resultado, puesto que se
encuentra arriba del 90 %, por lo cual es posible clasificar correctamente y con mayor
certeza a una paciente sana. Respecto a la sensibilidad se mantiene el porcentaje respec-
to al mostrado en la Fig. 7.4.A. por la misma prueba del AS en saliva y por ultimo, hay

un incremento sustancial en el valor predictivo positivo de la prueba del AS en saliva
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llegando al 87 % en comparacion con el Frotis de Papanicolaou de lo cual podemos ob-
tener que es muy probable identificar a una paciente enferma cuando resulte positivo a
la prueba, por lo que la prueba del AS en saliva como método de tamizaje es mas eficaz
y certera para diferenciar entre: lesiones de bajo grado (NIC1) y lesiones de alto grado
(NIC2/3) y céncer cervicouterino invasor (CaCu).

Para la obtencion de los porcentajes de E, S, VPN y VPP, se utilizaron los siguientes
datos conocidos como Verdadero Positivo (VP), Falso Negativo (FN), Falso Positivo
(FP) y Verdadero Negativo (VN).

Resultando en los siguientes porcentajes: VP 26 %, FN 14 %, FP 4% y VN 56 % del
total de la poblacién de mujeres estudiadas. De estos tltimos resultados, es importante
mencionar que la prueba del AS en saliva en los grupos de NIC1 y NIC2/3+CaCu obtuvo
un 14 % de FN lo cual es una alta tasa de pacientes en comparacion la tasa obtenida con
los grupos NICs y CaCu, a pesar de esto hubo una enorme disminucién del porcentaje
de FP para los grupos NIC1 y NIC2/3+CaCu en comparacion con los grupos de todas
las lesiones precancerosas y CaCu, lo cual es un extraordinario resultado.
Sanchez-Nava et al. [90] menciona que cuando se decide que prueba de tamizaje utilizar
es muy importante seleccionar la de mayor especificidad, basindonos en esto ultimo la
prueba de AS en saliva tiene un porcentaje altisimo de especificidad del 93 % lo cual lo
hace una prueba importante para seleccionar como prueba de tamizaje.

Al incrementar los porcentajes de sensibilidad, especificidad y valores predictivos, se
puede apoyar a las pacientes dandoles certeza acerca de su padecimiento o en dado caso
de la ausencia de este. Para que asi puedan evitar cirugias o tratamientos innecesarios
como quimioterapia o radioterapia y asi tener la seguridad de su estado, como también
se pueden evitar episodios de ansiedad, depresion o estrés derivados de un mal diagnés-
tico (o en este caso, tamizaje). También, estos porcentajes nos demuestran que la prueba
de AS puede ser una herramienta significativa a utilizar como método de tamizaje para

este tipo de cdncer, en especial para diferenciar las lesiones precancerosas de bajo grado
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(NICT) de las lesiones de alto grado (NIC2/3) y el céncer cervicouterino invasor (Ca-
Cu), esta prueba no es subjetiva y depende tnicamente de una técnica fisica y pruebas
estadisticas, por lo cual puede ser competitiva contra los métodos actuales de tamizaje,

en especial del frotis de Papanicolaou.

7.2 Resultados Parte II: Periodontitis, Gingivitis y Control

El grupo global de pacientes femeninas que acudieron a evaluacion periodontal a la cli-
nica de Periodoncia de la Facultad de Estomatologia de la Universidad Auténoma de
San Luis Potosi (UASLP) fue de 93 pacientes, subdivididas en 3 grupos de estudio: 33
pacientes con diagndstico de periodontitis, 30 pacientes con diagndstico de gingivitis y
30 pacientes sanas (también llamado grupo control), se recolectaron datos respectivos
a cada paciente, entre los que incluyen: edad, peso, estatura, indice de masa corporal
(IMC) que se retinen en la Tabla 7.5, también se muestra el resultado de los pardmetros
oral como son la profundidad de la bolsa y la pérdida de insercién clinica (CAL) en
milimetros para el diagndstico ya sea sano, gingivitis o periodontitis de las pacientes.
Los datos obtenidos muestran que la edad, peso y estatura promedio de los tres grupos
son bastante comparables, mientras que el Indice de Masa Corporal (IMC) con un valor
global de 28.33 para todos los grupos indica que la mayoria de las pacientes sufre de
sobrepeso de acuerdo con la OMS que clasifica el IMC entre 25.0 hasta 29.99, en cuanto
a la profundidad de la bolsa y la pérdida de insercion clinica ambos pardmetros aumen-
tan en milimetros conforme se avanza de un estadio sano pasando por la enfermedad

gingival hasta una enfermedad periodontal.
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Tabla 7.5: Media y desviacion estandar de los datos obtenidos (edad, peso, estatura,

IMC, profundidad del surco gingival y pérdida de insercion clinica) de los grupos:

control, gingivitis y periodontitis.

Datos/grupos Control Gingivitis Periodontitis
Edad (afios) 454+9 47+ 14 45+9
Peso (kg) 75.38 £ 11.81 | 74.89 + 13.32 | 72.99 £+ 18.47
Estatura (m) 1.61 £ 0.07 1.61 £ 0.06 1.58 £0.19
IMC 28.86 £ 5.18 | 29.50+7.95 | 26.84 £3.91
Profundidad del surco gingival (mm) 1.66 £ 0.17 2.04 £0.49 3.95 £ 0.60
Pérdida de insercion clinica (CAL, mm) 1.48 +0.18 1.83 £0.25 3.94 £+ 0.57

LaFig. 7.7.A. muestra inmediatamente que las concentraciones de AS en saliva medidas
para las pacientes con periodontitis difieren significativamente del rango resultante de
concentraciones medidas para las pacientes con gingivitis y/o las pacientes control. Las
concentraciones del grupo control se aglutinan debajo de la concentracién de 12 mg/dl,
mientras que se muestran tres puntos atipicos en el grupo de gingivitis que corresponde
a concentraciones de 57.57, 67.57 y 70.42 mg/dl, mientras que el resto de las concentra-
ciones se concentran por debajo de 17 mg/dl de concentracién de AS, lo mismo sucede
con el grupo de periodontitis que muestra dos puntos atipicos que corresponde a con-
centraciones de 59.3 y 85.86 mg/dl.

En la Fig. 7.7.B. se muestra un gréafico de caja de la mediana de la concentracién como
funcién de la salud oral para ilustrar el rango de valores medidos para las concentra-
ciones de AS para los tres grupos de pacientes. La inspeccion de esta figura sugiere
claramente que el grupo de periodontitis tiene diferencias significativas respecto con los

otros dos grupos de pacientes (gingivitis y control).
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Figura 7.7: A. Gréfico de nube de las concentraciones de AS de los grupos control,
gingivitis y periodontitis.
B. Gréfico de caja de las concentraciones de AS de los grupos control, gingivitis y

periodontitis.

La Tabla 7.6 incluye los valores numéricos de la media, mds/menos la desviacion es-
tdndar, la mediana, el primer y tercer intercuartil, asi como también el valor de p que
se obtuvo de la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. En esta tabla se puede leer que
los valores resultantes de la media para las concentraciones de AS son menores para el
grupo control y para aquellas con gingivitis en comparacion con el valor alto de la media
para pacientes con periodontitis.

Es necesario mencionar que en la Fig. 7.7.A., se detectaron tres concentraciones atipicas
en el grupo de pacientes con gingivitis, que afectan gravemente la estimacion de la me-
dia, pero no de la mediana de la concentracion de AS en saliva que da como resultado
mayor para el grupo control y menor para el grupo de periodontitis; en comparacion,
las concentraciones medias de concentracién de AS en saliva resultan en 5.79 y 19.81
mg/dl, para los grupos control y periodontitis, respectivamente. Por dltimo, los grupos
control y gingivitis siguen una distribucién no normal de datos, mientras que el grupo de
periodontitis sigue una distribucién normal de datos, segin los valores obtenidos de la
prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Dada la no normalidad de los datos de concen-
traciones de AS, se aplicé la prueba estadistica de Bonferroni para comparar en pares las

tres poblaciones. Esta prueba arroja que no es posible diferenciar estadisticamente entre
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el grupo de gingivitis y control; pero el grupo de periodontitis resulta estadisticamente

diferente al grupo control.

Tabla 7.6: Concentraciones de AS (mg/dl) para los grupos control, gingivitis y

periodontitis.
Control Gingivitis Periodontitis
No. pacientes 30 30 33
Concentracion de AS (mg/dl) 5.79 £2.495.98 (3.67 ?7.76) | 12.98 £ 18.06 7.32 (6.21 279.59) | 19.81 £ 16.45 17.12 (9.85 ? 21.64)
Valor de p (Nivel de significancia p <0.005) (3,862:10)~6 (No. Normal) (8,06210)79 (No. Normal) 0.50(Normal)

La Fig. 7.8 muestra la curva ROC para las concentraciones de 4cido siélico entre los dos
grupos estadisticamente diferentes: periodontitis y grupo de control de pacientes de s6lo
63 pacientes del total. Los ejes de la curva ROC se eligen vertical para Sensibilidad (tasa
de verdaderos positivos) y horizontal para 1-Especificidad (tasa de falsos positivos). El
mejor punto de corte se determind mediante el indice de Youden [85] que corresponde
a concentraciéon de AS>12 mg/dl en saliva. El drea bajo la curva ROC es de 88.83 %
casi llegando al 100 %, lo que sefhala que la prueba es buena y este es un resultado muy

favorable.
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Figura 7.8: Curva ROC de las concentraciones de AS de los grupos control y

periodontitis.

El punto de corte seleccionado de la prueba del AS en saliva corresponde a una sensibi-
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lidad del 69.69 % y una especificidad del 100 %, para el VPP del 100 % y para el VPN
del 75 %. Lo que nos sefiala que estd prueba puede predecir correctamente al 100 %
de certeza que una persona estd sana, mientras que el porcentaje baja en cantidad para
predecir a una persona enferma, lo cual aunque no es un porcentaje alto, es significati-
vo para esta prueba; el VPP obtiene un magnifico porcentaje del 100 % por lo cual es
posible detectar a una paciente enferma cuando se obtenga un resultado positivo de la
prueba, en comparacién con el valor del 75 % de VPN que nos indica que aunque no es
un valor tan alto (entre 90-100 %) es posible tener seguridad para detectar una persona
sana cuando obtenga resultado negativo de la prueba (Ver Fig. 7.9, barras rojas). En la
Fig. 7.9 también se muestra la comparativa de los porcentajes obtenidos por profundi-
dad del surco gingival y pérdida de insercion clinica publicado por Machtei et al. [26]
en 1993 (barras color negro) y Michalowizc et al. [27] en 2013 (barras grises) versus la
prueba de AS en saliva (barras color rojo) de 2018.

Se observa que la prueba de AS en saliva en comparacion con Machtei et al. y Micha-
lowicz et al. mejora los porcentajes de especificidad, sensibilidad y el valor predictivo
positivo y s6lo disminuye en el porcentaje del valor predictivo negativo (sélo con respec-
to a los resultados de Michalowicz et al., de este ultimo valor, a pesar de la disminucion

se mantiene en un buen rango de porcentaje.
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Figura 7.9: Comparacién de los datos obtenidos mediante profundidad del surco
gingival y pérdida de insercion clinica por Machtei et al. y Michalowizc et al. y la

prueba de AS en saliva.

Es importante mencionar que la profundidad del surco gingival y la pérdida de insercion
clinica son medidas solo en una visita y después de que ya se tiene la enfermedad y
no es suficiente para realizar un diagnostico activo de la enfermedad [91], por lo cual
es importante hacer una deteccion de que la enfermedad incremente dramaticamente,
los clinicos refieren que la profundidad del surco gingival cambia a través del tiempo
[27] por lo cual es relevante encontrar una prueba de tamizaje que ayude a detectar
oportunamente a las pacientes con mayor riesgo y asi evitar pérdidas dentales.

Para la obtencién de los porcentajes de E, S, VPN y VPP, se utilizaron los siguientes
datos conocidos como Verdadero Positivo (VP), Falso Negativo (FN), Falso Positivo
(FP) y Verdadero Negativo (VN).

Resultando en los siguientes porcentajes: VP 36.5 %, FN 15.87 %, FP 0 % y VN 47.61 %
del total de la poblacién de mujeres estudiadas. De lo anterior cabe mencionar que al no
haber ningtin paciente como falso positivo hay certeza de que no se cometerdn errores

en la deteccion de la enfermedad periodontal.
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Conclusiones

La prueba del AS en saliva puede diferenciar significativamente entre lesiones precance-
rosas de bajo grado (NIC1) y lesiones precancerosas de alto grado (NIC2/3) en conjunto
al céncer cervicouterino invasor (CaCu), asi como también entre pacientes sanas y con
enfermedad periodontal mostrando excelentes porcentajes de sensibilidad y especifici-
dad (65 y 93 %, respectivamente para el caso de NIC1 y NIC2/3+CaCu; 67 y 100 %,
respectivamente para el caso de pacientes sanas y con enfermedad periodontal) compa-
rados con los mostrados en la literatura. El mejor punto de corte de concentracion fue
de AS salival >22 mg/dl para diferenciar entre NIC1 y NIC2/3+CaCu, mientras que
para el caso de pacientes sanas y con enfermedad periodontal fue de AS salival >12
mg/dl, estos puntos de corte nos indican que la deteccién de la enfermedad periodontal
no causa conflicto con la deteccion del cincer cervicouterino, por lo que se rechaza que
la enfermedad periodontal pueda ser una variable confusora en la deteccion de dicho
cancer. Los puntos de corte fueron obtenidos mediante la graficacion de la curva ROC
con resultados de porcentajes buenos del drea bajo la curva (77 y 89 %, respectivamente
para los grupos estudiados NIC1 y NIC2/3+CaCu; sanas y periodontitis) con lo cual se

demuestra que la prueba de AS salival es buena.



Conclusiones

Con los resultados obtenidos se responde a la hipétesis y la pregunta de investigacion
que sefala que hay diferencia en incremento entre las concentraciones de acido sid-
lico salival de pacientes con diagndstico de cancer cervicouterino invasor (grupo de
NIC2/3+CaCu) respecto con las pacientes con lesiones precancerosas (grupo de NICI,
es decir, es mayor la concentracion de dcido sidlico salival en pacientes a las que ya les
ha afectado de manera severa la enfermedad en comparacion con las pacientes a las que
no les ha afectado tanto; lo mismo sucede con los resultados del grupo entre pacien-
tes sanas y con enfermedad periodontal. De igual manera se cumplieron los objetivos
generales, especificos y secundarios de este trabajo de investigacion.

La prueba de AS en saliva puede implementarse como herramienta adicional de un mé-
todo de tamizaje, dicha prueba demuestra ser confiable y efectiva para ser utilizada en
la deteccion de lesiones precancerosas del cancer cervicouterino como también en en-
fermedad periodontal, asi mismo puede competir con sus métodos actuales homélogos
como son el Frotis de Papanicolaou y pérdida de insercion clinica (CAL), respectiva-
mente para los grupos estudiados. Las ventajas que muestra esta prueba incluyen la no
invasividad de la extraccion de la muestra a estudiar y evita a toda costa la subjetividad
del analisis por lo que se espera que la deteccion salival como lo es esta prueba de AS
sea implementada ampliamente para ayudar a la poblacién en riesgo.

Nuestro trabajo muestra que la incorporacién novedosa de la técnica SERS producida
por AgNPs para la determinacién del AS en saliva es una técnica de bajo costo, re-
producible, segura y puede realizarse en tiempo real, a diferencia de otros métodos de
determinacién que utilizan demasiados reactivos, que son excesivamente costosos y de
resultados prolongados. Una de las limitaciones que tuvo este trabajo de investigacion
fue el nimero de pacientes estudiadas por lo que en un futuro se buscard ampliar dicho
nimero. Por tultimo, la prueba de AS en saliva es una excelente herramienta adicional
para tamizaje ya que se obtuvo que tiene una tasa baja de falsos positivos, por lo que se

espera que en un futuro se pueda incluir como método de deteccién temprana.
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Apéndice A

Glosario

= Ag: Plata

= AgNP: Nanoparticula de plata (plural, AgNPs)

= AS: Acido sidlico

= Au: Oro

n CAL: Pérdida de insercion clinica

= CBL: Citologia en Base Liquida

= CCD: Dispositivo de carga acoplada

m Cu: Cobre

m DFT: Teoria de funciones de la densidad

= DLS: Dispersién de Luz Dindmica

= E: Especificidad

= EM: Campo electromagnético



Glosario

= FIGO: Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia
= JgA: Inmunoglobulina A

= [C: Intercuartil

= IVAA: Inspeccién Visual de Acido Acético

= LEI: Lesion Escamosa Intraepitelial

= LSP: Plasmones de superficie localizada

= LSPR: Plasmo6n de resonancia superficial localizada

= NA: Apertura numérica

= NeuSAc: Acido N-acetilneuraminico

= NIC: Neoplasia Intraepitelial Cervicouterina (plural, NICs)
= NICI1: Neoplasia Intraepitelial de bajo grado

= NIC2, NIC3: Neoplasia Intraepitelial de alto grado

= OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud

= Pap: Frotis de Papanicolaou

= ROC: Curva caracteristica operativa del receptor

= S: Sensibilidad

= SEM: Microscopia Electronica de Barrido

= SERS: Dispersiéon Raman Amplificada por Superficie

= SPP: Polaritones de plasmoén superficial
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Glosario

UV-Vis: Ultravioleta-visible

VPH: Virus del Papiloma Humano

VPN: Valor Predictivo Negativo

VPP: Valor Predictivo Positivo
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Publicaciones, Congresos y Estancias

= Presentacion del péster “Study on the application of Raman Spectroscopy for
early detection of cervical cancer” en el XI International Conference on Surfa-
ces, Materials and Vacuum que se llevo a cabo en Playa del Carmen, México

del 24-28 de septiembre de 2018.

m Publicacién del articulo: Zermeno-Nava, J., Martinez-Martinez, M., Ramirez-
de—AVila, A., Herndndez-Arteaga, A., Garcia-Valdivieso, M., Herndndez-Cedillo,
A., José-Yacaman, M. and Navarro-Contreras, H. (2018). Determination of sia-
lic acid in saliva by means of surface-enhanced Raman spectroscopy as a mar-
ker in adnexal mass patients: ovarian cancer vs benign cases. Journal of Ova-

rian Research.

= Estancia en el Centro de Investigaciones en Optica (CIO) de la Ciudad de Leén,
Guanajuato en el taller de Biofoténica Aplicada que se llevo a cabo del 18 al

22 de septiembre de 2017.



Apéndice C

1. Aprobacion del Comité de Etica en
Investigacion del Hospital Central “Dr.

Ignacio Morones Prieto” de S.L.P

San Luis Potesf, S.L.P., a 22 de enero de 2018

se le comunica que su protocolo de investigacion titulado “Comparac
cido siatl

le la
co en saliva en un grupo piloto entre mujeres diagnosticadas con
y mujeres con diagndstico de cancer cervicouterino invasor”, fue evaluado por el
gzcién, con Registro en COFEPRIS 17 CI 24 028 093, asi como por el Comité de Etica en
esta Institucidn con Registro CONBIOETICA-24-CEI-001-20160427, y fue dictaminado

registro es 02-18, el cual deberd agregar 2 la documentacion subsecuente, que presante a

dos los

ntes que p:
ento informado

[ 22 ENE. 2008 |
1

SUBDIRECCION DE EDUCACION
E INVESTIGACION EN SALUD

C.C.P. Archivo



Apéndice D

1.1 Aprobacion del Comité de Etica en
Investigacion del Hospital Central “Dr.

Ignacio Morones Prieto” de S.L.P

San Luis Potosi, S.L.P., a 22 de enero de 2018

comunica que el protocolo de investigacién titulado
cién en el acido siélico en saliva en un grupo p
con lesiones benignas y mujeres con diagndst
, fue evaluado por el Comité de Etica en Investigac
0 CONBIOETICA-24-CEI-001-20160427. El dictamen para este

n, con reg
olo fue el siguiente

APROEADO

6n podré solicitar informacién al investigador principal referente al avance del
el mon que considere pertinente.

2 N

r Cuevas
ité de Etica en Investigacion 72
| “Dr. Ignacio Morones Prieto”

& Investigacion, Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”
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2. Aprobacién del Comité de Etica e
Investigacion para la Salud del ‘“Hospital
General de Ciudad Valles”’, Cd. Valles, S.L.P

SSLP |

PROSPEREMOS UNTOS |

vicios
2
L)

AREA HOSPITAL GENERAL

DEPARTAMENTO: EDUCACION E INVESTIGACION EN SALUD
DOMICILIO: _CARR. MEXICO LAREDO SUR FRACC. OXITIPA
NUMERO DE OFICIO

SERVICIOS DE SALUD EXPEDIENTE 165.2 i [ 37
DEL ESTADO ¥
SAN LUIS POTOSI Asunto: Dictamen de Protocolo # de registro: 26/2018

Ciudad Valles, SLP. 05 0CT 2y

DR. HUGO RICARDO NAVARRO CONTRERAS
COORDINADOR GENERAL DEL CIACYT
DE SAN LUIS POTOSI, S.L.P.

Informo a usted que con fecha 02 de Octubre de 2018, el Comité de Etica e Investigacion para la salud
(CEI), de este Hospital realizs la evaluacién del protocolo de investigacion:

INSTITUCION TITULO: RESPONSABLE

| “Comparacién de la concentracion en el acido sialico en
‘ UASLP saliva en un grupo piloto entre mujeres d\‘agncsucad‘as con
lesiones benignas y mujeres con diagndstico de cancer
‘ cervicouterimo” L |

Ing. Alondra Hernandez Cedillo |

Siendo el dictamen por consenso de la comision el emitir.
OPINION TECNICA FAVORABLE (APROBADO)

Lo anterior con fundamento en el TITULO QUINTO de la ley Estatal de Salud, que establece las bases,
condiciones y normatividad en materia de investigacién para la salud

Considerando lo anterior, deberé presentar avances de su proyecto y resultados a esta comisién.

AL CONTESTAR ESTE OFICIO CITENSE LOS DATOS
CONTENIDOS EN EL ANGULO SUPERIOR DERECHO

ATENTAMEMI'E
EL DIRECTOR DEL HOSPITAL

Toi08 DRpALUD DE
b HoTOo

SERv
J CeEAL 90, VALLES,
DR. CHRM’L ALEMAN MUNIZ l 'l | I
S

g5 ey 2
1Ak
(%{(,HAI.PRM“CM ’ ) milmw o Uil

Carr. México-Laredo sur esq. Angel Oliva, Fracc. Oxitipa, Ciudad Valles, S.L.P.
Tel: 01 (481) 38 2 81 70 Ext. 25 131y 25 164
E-mail: hospital_valles @ hotmail.com
eduvalles98 @ hotmail.com



Apéndice F

3. Aprobacion del Comité de Etica en

Investigacion de la Facultad de

Estomatologia de la UASLP

UASLP

Universidad Autonoma
de San Luis Potosf

FACULTAD OF
ESTOMATQLOGIA

A Or Manuel Nave 2
Zona Universitaria - CP 78290
San Luis Fotosi . 7, Mé

el +52 (449) 826 7300

a0t 511635120
{444) 8139743, 834 2522, 23 25
waewestomatologia asiprx
estomatologiaaslp

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOS|
FACULTAD DE ESTOMATOLOGIA
COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION

Av. Manuel Nava # 2, Zona Univers a. San Luis Potosi, S.L.P.
Tels. 826-23-57 y 58, Fux: 813-9743

San Luis Petosi, S.L.P., 20 de enero de 2018
PASANTE DE M.E. ABIGAIL RODRIGUEZ BRIANO
DOCTORADO EN CIENCIAS ODONTOLOGICAS
FACULTAD DE ESTOMATOLOGIA, UASLP
PRESENTE

Estimada Pasante de M.E.Rodriguez Briano
Por este conducto me dirjo a Usted en referencia a su trabajo de Investigacion fitulado

defa it en mujeres de 30 a 60 afios de edad” asignado con
la clave: CEI-FE-001-018,

Dicho trabajo fue evaluado en los aspectos del marco ético-legal ¥ bioseguridad por los miembros
delH. Comité de Eticaen Investigacion: Dra. Yolanda Hernandez Molinar, Dra. Norma Verénica Zavala
Alonso, Dra. Claudia Edith Davila Pérez, Dra. Rita Elizabeth Martinez Martinez, Dr. José Arturo
Garrocho Rangel, Dr. Oscar Sanchez Armass Capello, Dr. Victor Mario Fierro Serna yM.C. Ana Maria
Gonzalez Amaro. De dicha evaluacion ¥y de forma colegiada, ef Comité ha dictaminado que su
protocolo de investigacién es APROBADO POR UNANIMIDAD pudiendo flevarlo a cabo en los
fiempos que Usted considere necesarios para |a ejecucién del mismo.

El Comité de Efica en Investigacion de la Facultad de Estomatologia se rige con la clave

CONBIOETICA24CEI01320150526 de acuerdo con las
funcionamiento de los Comités de Etica e Investigacion emiticas por la CONBIOETICA, con vigencia
de 26 mayo 2015 - 25 mayo 2018

para la i ion y

Le solicitamos nos haga llegar los informes. correspondientes del avance de su proyecto de
investigacion, asi como un informe final para nuestro archivo, recordéndole ademas que este proyecto

podra ser monitoreada por este Comité.

ATENTAMENTE
o

M.C. ANA A m AMARO

>
PRESIDENTA DEL HECOMITE DE ETICA EN INVESTIGAGION
FACULTAD DE ESTOMATOLOGIA, UASLP




Apéndice G

Ejemplo de Carta de Consentimiento

Informado

' Hospital Central "Dr. lgnacio Morones Prieto”™
OSLP (777 e g N
e ——— Comité de Etica en Investigacion
Tiwlo: "Comparacion de la concentracion en el acido sidlico en saliva en un grupo
piloto entre mujeres diagnosticadas con lesiones precancerosas y Mujeres con
diagndstico de cancer cervicoutering invasor”

San Luis Patosi, S.LP.
Fecha:
Clave de 1D del pacients:
Informacién para el paciente

El esncer es una enfermedad en |a cual las células en &l cusrpo se multiplican sin control.
Cuando este comiznza en el cusllo del (tero, e llama cancer cenicoutering. EI cancer
cenicowtering es una de las principales causas de muerte por cancer entre las mujeres de
todo el mundo. La mayora de esas defunciones gcurren en paizes de ingresos bajos ¥
medianos. La causa primaria de las lesiones precancerosas y del cancer cenvicouiering es
Iz infectidn persistenta o cronica por uno o mas de los tipes “de slto fiesge” (U oncdgenas)
de virus del papiloma humano (WPH)

El Deparamento de Cirugis General del Hospital Central “Or. Ignacic Morones Fristo”
realiza |3 presentz inwestigacidn en colaboracion con el Departamento del Centro de
Aplicacidn de ls Radiacidn Inframaja, Energias Alternativas y Materizles (CARIEM) en s
Coordinacion para la Innovacion y Aplicacion de la Ciencia y la Tecnologia (CIACYT), d=
Iz UASLF, con el objetive de determinar |z concentracidn de cido sislico, en mujeres
diagnosticadas con |lesiones precancerosas y con cancer cenvicoutering invasor. El acido
sidlico &5 una sustancia presente en |3 saliva de las personas de manera normal, pero
puade modificar su presencia cusndo |3 persona tienen alguna enfermedad, como =l
cancer.

Este estudio s& realizard en las instalaciones de este hospital en 2 drea dz Ginecolagia y
Obstetricia aparfirdelafecha ¢/ y o2 incluird a 60 pacientes mayores de edad
que participaran una sola ocasidn durants su estancia en el hospital. Bl estudio s=
realizara durante los siguientes & mesas en los que se invitara a todas las pacientes que
tenpan el disgndstico de lesionaes precancsrosas y de cAncer cenvicoutering invasar.

Procadimientos

Usted ha sido inwitado a paricipar en este estudio porque fue disgnosticado con este
padecimisnta. Si usted acepta participar e el estudio de investigacion, le padiremaos que
lza cuidadosamente = presente documento de consentimiento informado y que haga
todas |as preguntas necesarias al investigador responsable, |a Ing. Alondra Hemandez
Cedillo, para gue pueda resolver sus dudas. Cuando ya no tenga alguna duda con
respecto @ lo que se hard en este estudio, le pediremos que firme su aceptacidn de
participar, al final de esie documenio y nos de su autorizacion para poder revisar su
expedients clinico y recabar informacion necesaria en un cussfionaric para completar esta



Ejemplo de Carta de Consentimiento Informado

investigacion, como su edad, pesa, si padece alguna enfermedad, =i toma medicamentos,
fuma o consume ofro tipe de drogas, los dstos referentzs 3 los estudios que == le han
realizado, los analisis de laboratorio yio las cinugias gue se ke haran de ser necesario,
coma parte de su diagnosfico y fratamiento.

5i usted acepts participar =n el estudio le pediremaos que nos atorgue una muestra de
saliva, para la cual. previaments debe realizarss un lavado de dientes con cepillo y pasta
dental, posterior al cepillado == hardn gargaras por 30 segundos con un enjuague bucal,
que =2 |e proporcionaran de manera gratuita ¥ que no le generaran ningln costo. Una wez
finalizado este proceso se recolectard hasta 1.5mL de =aliva en =l recigiemts
proporcionado previaments efiquetsdo con sus datos, esta cantidad equivale 3 una
cucharada pequefia.

Las muestra de saliva se analizara en el laboratorio de Enerpgias Renowables del
Departamento del Centro de Aplicacidn de |a Radiacidn Infrarroiz, Energias Altemnativas y
Materiales (CARIEM) en la Goordinacion para |a Innovacicn y Aplicacidn de la Ciencia y la
Tecnaologia (CIACYT) para determinar |a cantided de concentracidn presemte del dcido
sidlica 2n la saliva.

Beneficios:

Ustzd no recibird un beneficio directo o inmediate. Sin embargo, estard colsboranda con
esta institucion de sslud y aywdara a gue las personas gue padecen su misma
enfermedad, en un futuro préxime pusdan ser disgnosticsdss o complementar su
diagnostico utiizando esta sustancia en la saliva, para ser traiadas de manera mas
=ficients y 5= pusda pronosticar como se desamallard su enfermedad.

Potenciales rissgos/compensacion:

Los riesgos potenciales que implican su participacion en este estudio son minimes. Sclo
deberd tener cuidado en que el cepillade de dientes no s=a tan fusre o agresivo pars
eviar sangrade en las encias. El personal que resliza el estudio =sta alfaments
capacitsdo para realizsr [s toma de la musstra de saliva y para explicarle cualquier duds
que usted tenga en cualquier momento duranie su participacion.

Ustzd no recibird ningun page por participar en el estudio y tampoco e generars ningun
costo. S2 |e entregara uns copia ded presents documento.

Farticipacion o retiro:

Su participacion en este estudic es absolutaments volurtaria y usted ha sido selaccionads

debido a las caracten'sticas de su cuadro cinico, es decir, de los sintomas y resulfades d=
los analisis y estudios qus 5= |2 han realizade para diagnosticar su enfemmedad.

Usied esta en la libertad de negarse a participar en este estudio de investigacion; pera si
decide partizipar, =0 cualguier momenita y sin necesidad de dar ninguna explicscion, usted
puede revocar o anular & consentimienio que ahora firma. Su decision de partizipar @ no,
no afectard de ninguna forma el trato médico que reciba en la insfitucidn para su
enfermadad.

Privacidad y confidencialidad:

La informacion persenal y medica que usted proporcione para este estudio sera de
caracter esfrictamentz confidencial y serd utlizads unlcarnerme por =l eqmpn de
investigacion de aste proyecio y no estara disponible para ningun ofro propdsido.  Esta
informacidn se conjuniara con ks de otros paricipantes para realizar &l presents estudio.
Con la finalidad de mantener =l anonimato, se be asignara un codige para el uso de sus
datos.

Les resultados de este estudic seran publicados con fines cientificos, pera los datos
clinicos de todas lss participantes == presentaran de forma andnima y de tal manera gus
usted © cualquiera de las pacientes que participen en este estudic no podran ser
entificadas.

Existen instituciones u arganismos mexicanos como |a Secretana d= Saled, la Comision
Feders| para la Proteccidn contra Risspos sanitarios (COFEPRIS), ls Cornisidn Macionsl
de Biodtica (CONBIOETICA) o incluse el Comite de Efica en Investigacion (CEI) de este
hospital, que == encargan de vigilsr el buen mansjo de sus musstras y de los datos
personales y medicos que usted y los demas pacientes han autorizado para que sean
utilizades en |z reslizacion de sstudios de irvestigacidn como el presente. Estas
nstituciones u organismaos pueden solicitar en cuslguier momento a los investipadones de
=ste estudio, |a revisidn de los procedimientas que s= realizan con su informacidn y con
sus muestras, con la finalidad de werficar que == haga un uso comects y 2fico de los
mismics; por o que podrdn tener scceso a esta infarmacion que ha sido previaments
asignads con un cadigo de identificacidn, cuando asi lo requieran.

Manejo del material bielagico.

Las muestras de saliva obtenidas seran procsesadas para medir a5 concentraciones de ls
sustancia llamada acido sisbico {acido N-acetineuraminico). Después de terminado =l
estudio seran destruidss de acuerdo con |3 norma MOM-013-5542-1904 para s
disposicion final de los residuos salivares y ya no podran ser ulilizadas para cualquier atro
fin.

Todo el material bicldgice obtenido de sus muestras pars este estudio se utlizars
imicamentz para los propositos explicados en esie documento de consentimients
informada ¥ na == wtilizaran pars aislar material genético, para realizar cultives de sus
células de forma temporal o permanente ylo para realizar cambios en el material genstico
de sus células (lineas celulsres continlas, fransformadas o inmortalizadss). Asimismo. &n
ninguna circunstancia sus muestras podran ser analizadas con metives de identificacion.

Todo el material bickdgice serd destruida al finalizar este estudio.

Les inwestigadores, médicos tratantes, estudianies o cualquier otra persona relacionada
con este proyecto no podran comercializar, donar o intercambiar alguna de las musstras
que usted ha consentido =n donar para los propositos descritos en este documenta.

Cualguisr estudic posterior derivade de este proyecio y gue los investigadores
Epnn:ahles requieran realizar la muesira que usted ha consentido &n donsr o con sus
datos medicos ¥ que no esté relacionade con los objetives especificos descritos en este
documents de consentimiento informado, deberd ser notificado al Comitg de Efica =n
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Investigacion del Hospital Central *DOr. Ignacio Morones Frieto” de San Luis Potosi, S.LP.
para que sea evaluado y de ser el caso si 350 lo juzga pertinents, s=a aprobado para su
realizacidn

Datos de contacto:

Si ustad tizne alguna pregunta, comentario o preccUPSCion can respects al proyscta, por
favor comuniguese en cualquier momento con |as siguientss personas:

Ing. Alondra Hernandez Cedillo
Investigador responsable
Departamento de CARIEM

Coordinacion para la Innovacion y Aplicacion de la Ciencia y la Tecnologia

[CIACYT)

Av. Sierra Leona 550,

Col. Lomas 2*. Seccion, 5an Luis Potosi, S.LP., CP. T80
Tel. 8262300 Ext. 8445

5 usted tene alguna pregunta con respecto 3 sus derechos como paricipante en =l
estudio de investigacidn. también pusde ponerse en CONtsCld CON URS PErSONE No
involucrada con el equipo de investigadores de este estudio:

Dr. Josué Sidonio Rodriguez Cuevas

Presidente del Comité de Etica en Investigacion

Hospital Central "Dr. lgnacio Marones Prieto”™

Av. Venustiano Carranza 2393,

Col. Zona Universitaria, $an Luis Potosi, 5.L_P., C.P. 78290,
Tel [52-444) 8 34 27 01, Ext. 1710

Aceptacion del documento de Consentimiento Informado

Si usted desea participar de maners woluntaria en esta inwestigacidn, por fawor
proporcions su nombre, firma y fecha en este documento en los espacios proporcionados
=n |z parts inferior. Su firma significa que usted acepta lo siguiente:

1. 52 me ha dado |5 informiacidn complata y adecuada en forma verbal y por escrito sobre
=l objetwo del estudio ¥ me han exphcado los riesgos y bensficios de participar en
l=nguaje claro.

2 Ze me ha infermado que pesdo retirar mi consentimiznio y terminar mi participacion en
este estudio en cualquier momento sin afeciar mi derecho a recibir atencidn medica.

3. Es mi responssbilidad preguniar para aclarar cualquier punto gue no entienda en
relacion con mi participacion en esie estudio. He hecho toedas las preguntas a ks persona
que realiza el proceso de consentimiento y he recibido respuestas satisfactorias.

4 Mo he oculiado o distorsionade cuslquisr condicidn médica actual o cualguisr
aniecedentz meédico relacionado con mi salud. He respondido todas las pregunias en
relacion con mi salud en forma precisa y verdadera.

5. Soy mayor de edad y legalmente capaz de dar este consentimisnto.

G. Acepto participar =n este estudic de manera Bore y woluntaria sin gue me haysn
presionade u obligado. Entiendo que mi negacion a pariicipar o la descontinuacidn de mi
participacidn en cualguisr momenta, no implicard penalidad o pérdida de beneficios a los
que de otra farma tengo derscho.

7. Entiendo y estoy de acuerdo en que la informacidn obtenida a partir del presents
estudio pusde ser utilizada para |s publicacion de estos resultsdos como pare de s
divulgacion cientifica y como apoyo a la praciica clinica, pero que en todo momento s=
utilizara un cadige asignado para mantener mi anonimato v |a confidencialided de mis
dains.

8. Me han explicado que la infarmacidn personal y clinica que he consentido en
proparcionar conservara mi privacidad y que se uilizara solo para los fines que deriven de
=ste estudic. Los datos relscionados con mi privacidad familiar serdn mansisdos en forma
confidencial ya que se ufilizara un codige asignado para mantener mi anonimato y la
confidencialidad de todos los datos.

% Los investigadores gue paricipan en este proyects s= han comprometido s
propercionarme la informacidn actualizada que pueda ser imporiante para mi salud y que
se obtenga durante el estudic en el momeanto en &l gue lo solicite ¥ me entregardn una
copia de este documento de consentimiznto informado.

Autorizacién para el accsso al expediente clinico del pacients y uso de datos
clinicas

Sz l= solicta que indigue su acwsrdo o desacuerdo para que los ineestigadores
responsables de este proyscts puedan revisar su expedients clinico y utilizar los datos
clinicos que se encuentran descritos en el misme, de manera anonima para este protocoks

de investigacidn, cuyos objetivos y procedimisntos se le han explicado. Margue conuna X
5U respussta:

Si, doy mi autorizacion a los investigadores gue paricipan en sste proyects para =l
uso de los datos en mi expediente clinico en [3 investigacion que me han explicado.

Mo doy mi autorizacidn & los mvestigadores gue participan en este proyecto para el
uso de los datos en mi expedients clinico en 3 investigacidn que me han explicada.

Por medio del presents documents de consentimiento informado acepio |::amc:|par en &l
estudio de investigacion denominado “Comparacion de la coneentracion en el acido
siglico en saliva en un grupo piloto entre mujeres diagnosticadas con lesiones
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precancerosas y mujeres con diagnostico de cancer cervicouterino invasor” dz

manera libre y woluntaria.

Nombre del paciente

Fecha

Firma del paciente

Nombre del representante legal (si es

Firma del representante legal

nacesaria)
Fecha Direccion o teléfono da contacto
MNombre del Testigo 1 Firma del Testigo 1
Fecha Direccion o teléfono de contacto
Parentesco
MNombre del Testigo 2 Firma del Testigo 2
Fecha Direccion o teléfono de contacto
Parentesco

Dr. José de Jesis Zermefio Nava

Responsable del estudio

Departamento de Ginecologia y Obstetricia

Hospital Central "Dr. lgnacio Morones Prieto™
Cedula profesional 40959400
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Apéndice H

4. Hoja de recoleccion de datos para ambos

hospitales
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HOJA DE RECOLECCION DE DATOS PARA AMBOS HOSPITALES

"COMPARACION DE LA CONCENTRACION EM EL ACIDO SIALICO EN SALIVA EN
UM GRUPO PILOTO ENTRE MUJERES MAGHOSTICADAS COMN LESIONES
PRECANCEROSAS ¥ MUJERES CON DIAGNOSTICO DE CANCER
CERVICOUTERING INVASOR™

Clawe |.0. del paciente

Nomibre:

Edad: Peso: Eststura:
Dommicilia:

Telefono: Oeupacidn:
;Padece de algunals) enfermedad{es)?: | Mo []

JCudlies)?




Apéndice 1

4.1 Hoja de recoleccion de datos para ambos

hospitales

i Toma alginfes) medicamentos)?: =[O Me [

£ Cudlas)?-

i Padece d= problemas bucales (caries, aftas, eic)? = M O

; Cudl{as)?-

i Fuma Actualmentz? = Mo ]
;Cansume drogas? SO Mo ]
i Tiene antecedents familiar de cancer carvicoutzring? s wme O

CDhseraciones:
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