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Resumen

En el trabajo reciente de Vinogradova et al. han analizado la adsorcion de &cido sidlico
(AS) en nanoparticulas de plata cubiertas con citrato mediante espectroscopia Raman con
superficie mejorada (SERS). Estos autores han encontrado que la union de AS conduce a
intensidades Raman fuertemente mejoradas que permiten su facil deteccion en pequefias
cantidades. Motivados por estos informes previos, hemos decidido examinar los espectros
SERS del AS, proporcionando asi un enfoque diferente para medir la respuesta Raman de
las muestras y una forma alternativa de llevar el AS al SERS. La propuesta es medir las
muestras de AS en fase liquida y asi se evitaran las contribuciones de posibles entornos
atomicos locales complejos que nos permitan distinguir las propiedades de particulas
individuales. Al mismo tiempo, la calibracion en liquido del AS, nos permite poder
comparar con concentraciones de este AS en fluidos bioldgicos.

En este estudio, también evaluamos la viabilidad del uso de la espectroscopia Raman SERS
como un método para la deteccion de niveles de AS en saliva usando nanoparticulas de
plata (NPs-Ag) con citrato. Se cuantificaron niveles de AS en saliva mediante SERS y
comparéndola con una curva de calibracion de AS previamente establecida de manera
experimental. Establecida esta curva de calibracién y su reproducibilidad, se concibio
aplicar la metodologia desarrollada para medir las concentraciones del AS en pacientes
diagnosticadas con cancer de mama (BC por sus siglas en inglés) y contrastar con los
niveles medidos en mujeres sanas (pacientes control, en la terminologia clinica). En una
primera etapa del trabajo la concentracion media de AS en la saliva de 100 pacientes con

cancer de mama fue significativamente mayor (18.3 £ 9.4 mg / dl) en comparacion con 106
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controles sanos (3.5 £ 1.0 mg / dI). La prueba SERS mostrd una sensibilidad del 94% y
98% de especificidad para diferenciar a los sujetos diagnosticados con cancer vs las sanas.
Nuestros resultados demuestran el potencial de esta técnica de SERS como un método
simple, conveniente y altamente sensible para determinar cuantitativamente los niveles de
AS en la saliva. La simplicidad de esta prueba nanotecnoldgica puede ayudar a reducir
sustancialmente la mortalidad por cancer de mama, proporcionando a las mujeres una
prueba de deteccion no invasiva y simple que se puede aplicar independientemente de la
edad o la densidad del tejido mamario.

En una segunda etapa se evalué nuevamente el potencial de la determinacion de AS en
mujeres que participan en el proceso de deteccién estandar basado en mamografia y / o
ultrasonido para detectar la presencia de cancer maligno, mediante la misma metodologia
que en la primera etapa.

Esta segunda prueba se realizd a ciegas, es decir, sin conocimiento previo si las pacientes
sujetas a la pruebas en cuestion resultaron positivas (enferma) o negativamente (sanas)
afectadas por la enfermedad. Este procedimiento de “chequeo” para diagnosticar una lesion
en desarrollo cancerosa, se denomina en la terminologia clinica como ‘“prueba de tamizaje”,
la cual es mas exigente porque se aplica en poblacion abierta, que acude a los examenes por
presentar alguna sintomatologia que justifigue las pruebas conducentes a una biopsia
(mamografia, que son rayos X de la mama, o ultrasonido). La condicién de cancer se
determiné después de una biopsia para confirmar la existencia de un proceso maligno en la
mama.

La prueba SERS mostré una sensibilidad del 80% y una especificidad del 93% con una
concentracion de AS de corte para distinguir entre los casos benignos y los casos de cancer.

La concentracion de “corte” para distingur malignidad de benignidad entre tumores
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detectados por Rayos X o ultrasonido resulté en 12,5 mg / dL segun se establecio a partir de
un analisis de curva ROC. Nuestros resultados sugieren que la prueba de la medicion de la
concentracion de AS tiene el potencial de ser un biomarcador Util para detectar cancer de
mama en la poblacién femenina.

Nuestros resultados sugieren que los niveles de AS medidos a partir de la saliva pueden ser

buenos predictores de la presencia de cancer de mama en sensibilidad y en especificidad.

17



“Determinacion de la concentracion de dcido sidlico como biomarcador para diagnostico de cancer en poblacion femenina”

CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

18
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1.Introduccion

Actualmente el cancer sigue siendo una de las principales causas de muertes por
enfermedad a nivel internacional. Desde hace varias décadas, el cancer de mama se ha
incrementado en grado notable alrededor del mundo sobre todo en paises occidentales y
este crecimiento permanece, a pesar de que existen mejores instrumentos de diagndstico,
diversos programas de deteccion temprana y mejores tratamientos. [1]

Con un millén de casos nuevos en el mundo cada afio, el cancer de mama es la neoplasia
maligna mas comin en las mujeres y comprende el 18% de todos los canceres femeninos y
es la causa mas comun de muerte entre las mujeres de 40-50 afios. Representa
aproximadamente una quinta parte de todas las muertes en este grupo de edad. Hay mas de
14 000 muertes cada afio, y la incidencia estd aumentando. [2]

La Nanotecnologia ha proporcionado a la sociedad una serie de nuevos productos capaces
de auxiliarnos en la resolucion de problemas propios del actual estilo de vida. La
incorporacion de la nanotecnologia a los esfuerzos por luchar contra esta enfermedad se
debe a la preocupacién internacional por el incremento de la incidencia del cancer. [3]

La nanotecnologia en las ciencias de la salud, se perfila como la de mayor proyeccion
debido a sus importantes aplicaciones, especialmente diagndsticas y terapéuticas. La
deteccién temprana de enfermedades, su tratamiento precoz personalizado y un preciso
seguimiento posterior de su evolucion seran posibles en los proximos afios gracias a la
aplicacién de las herramientas nanotecnologicas. [4]

Por otra parte el Acido N-acetilneuraminico o &cido sialico (AS) ha ganado recientemente

el interés como un marcador potencial para una variedad de procesos fisiopatoldgicos,
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aunque en la actualidad no hay suficientes estudios Raman donde se informe sobre esta
importante  biomolécula [5]. ElI AS es la forma predominante de la diversidad de &cidos
sidlicos presentes en los seres vertebrados y casi la Unica que se encuentra en los seres
humanos, Y se caracteriza como un acido organico fuerte. [6]

Los niveles elevados de AS, han demostrado ser un rasgo caracteristico en la saliva de
pacientes con cancer de mama y, por lo tanto, se han sugerido como un marcador predictivo
no invasivo para los pacientes con este tipo de cancer. [7] Considerando la importancia de
las funciones bioldgicas y fisiopatoldgicas del acido sidlico, el desarrollo de métodos
simples y sensibles para la deteccion de este biomarcador esta a punto de tener un impacto

significativo en una variedad de aplicaciones cientificas. [5]

El efecto SERS (Dispersion Raman amplificada por plasmones superficiales) del inglés
(Surface-Enhanced Raman Scattering) se descubrio en los afios setenta y consiste en un
aumento de la dispersion inelastica (sefial Raman) de luz, procedente de determinadas
moléculas en presencia de una nanoestructura metalica, lisa 0 rugosa especialmente
preparada. [8] La espectroscopia Raman Resonante SERS es una técnica que tiene un gran
potencial para la deteccion altamente sensible de la sefial Raman que normalmente es muy
débil si se produce por analitos en concentraciones bajas. Para amplificar estas sefiales se
recurre al SERS, en presencia de suspensiones coloidales metélicos, constituidos por
particulas en suspension de tamafio nanométrico. Estas proporcionan los sustratos méas
comunes en la técnica SERS debido a su facilidad de preparacién y larga vida Gtil. [9]

Las suspensiones coloidales de plata de tamafio nanométrico son los sustratos SERS mas
comunes debido a su facilidad de preparacion, larga vida util y al gran factor de mejora de

la sefial Raman que puede ser excitado desde el UV a la region espectral infrarroja. Uno de
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los coloides de plata mas utilizados ampliamente se prepara mediante la reduccién de

nitrato de plata con citrato trisodico. [10][11]

En la literatura existen ya resultados de aplicaciones prometedoras de la espectroscopia
Raman en temas bioldgicos y/o de deteccion de compuestos contaminantes, y del uso del
SERS [12]. En estos temas, es necesario conocer bien la espectroscopia Raman, y tener un
buen entendimiento de las propiedades fisicas de una nanoparticula (NP), para establecer
las condiciones para analizar problemas de caracter bioldgicos-ambientales, para hacerlos

cuantitativos.
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CAPITULO 2

2. ANTECEDENTES
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2. Antecedentes

2.1 Espectroscopia Raman
En el afio de 1928 el fisico Hindd Chandrasekhara Venkata Raman describid un fenémeno
sobre la dispersion inelastica de la luz que permitié el estudio de rotaciones y vibraciones
moleculares, este fendbmeno fue denominado como efecto Raman. [13]

La caracterizacion realizada por espectroscopia Raman basicamente se basa en hacer incidir
un haz de luz monocroméitica de frecuencia vV, a la muestra sobre la que se desea

determinar las caracteristicas moleculares. Mucho mas del 99 % de radiacion esparcida
presenta la misma frecuencia que la radiacidn inicial y una proporcién muy menor al 1%
presenta una diferencia en la frecuencia, lo cual es resultado de la interaccién de la

radiacion electromagnética con la muestra. La luz que al interactuar con la muestra es
esparcida con la misma frecuencia v, que la de la radiacion incidente se conoce como

esparcimiento Rayleigh y no genera informacion sobre la composicion de la muestra. La
luz dispersa que presenta diferentes frecuencias a la de la luz incidente, es la que nos brinda
informacion molecular sobre la muestra. Este fendmeno es lo que se conoce como
dispersion inelastica de la luz o efecto Raman. Al efectuarse el efecto Raman se generan

nuevas frecuencias +Vv,. Y —V,. (frecuencias Raman) las cuales son caracteristicas de la

naturaleza fisico-quimica del material pero independientes de la radiacién incidente[14].
Los cambios de frecuencia que originan las bandas Raman son correspondientes a
variaciones de energia. Las moléculas estan sometidas a constantes movimientos tanto
vibracionales como rotacionales, por lo que se puede determinar la frecuencia de oscilacion

en funcion de la masa y la carga de las moléculas, ya que a cada uno de los movimientos
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vibracionales y rotacionales de la molécula le correspondera un valor determinado de la
energia molecular[15]. El efecto Raman es el resultado de la interaccion foton-molécula

que es dispersado a diferente frecuencia que la incidente y este a su vez puede dividirse en

dos fendbmenos:

1.- Si el foton dispersado tiene una frecuencia menor a la del incidente (Vo—v,.), se
produce una transferencia de energia del foton a la molécula, este fenémeno es
conocido como Raman Stokes.

2.- Si el fotdn dispersado tiene una frecuencia mayor a la del incidente (v+v,.), se

produce una transferencia de energia de la molécula al foton, este fenémeno es

conocido como Raman anti-Stokes.

virtual
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Wibrational
anergy states
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absorption scattering Raman Ramman
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3
2
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Figura 2.1 Diagrama de niveles de energia con la representacion de las tres formas de
dispersion de la radiacion electromagnética. En su decaimiento se emiten tres fotones
dando lugar al esparcimiento Rayleigh, y la dispersion Raman (Stokes y anti-Stokes) [16].
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La técnica de Raman es muy utilizada en areas como ingenieria de semiconductores para
la identificacion de los materiales y en quimica para la identificacion de moléculas. Esta
técnica se basa en hacer incidir sobre la muestra un haz de radiacion monocromatica para
producir esparcimiento elastico e inelastico de la luz provocado por dicha muestra. El
analisis realizado mediante esta técnica es no invasivo y no destructivo ademas de que la
muestra no necesita alguna preparacion previa y por ende la muestra no sufre ninguna
alteracion al ser analizada. La radiacion incidente interactia con la materia y genera cambio
de energia en los orbitales de los atomos de la muestra, esta radiacién crea un nuevo estado
llamado “estado virtual”. Como este nivel de energia no es un estado estable, se reemite un
foton répidamente. En este procedimiento se presentan dos tipos de esparcimiento,
esparcimiento elastico conocida como esparcimiento Rayleigh y esparcimiento inelastico
conocido como esparcimiento Raman. ElI suceso con mayor probabilidad es el
esparcimiento Rayleigh, éste no cambia la longitud de onda de la radiacion reemitida. Una
pequefia parte de la radiacion reemitida a diferente longitud de onda es debido al
esparcimiento inelastico, dicha radiacion es conocida como esparcimiento Raman. En este
caso, el proceso de esparcimiento induce movimiento molecular y, consecuentemente, se
puede presentar un intercambio de energia de foton-molécula y viceversa. El esparcimiento
Raman es un proceso muy poco probable ya que solo una millonésima parte de los fotones

incidentes son esparcidos de manera inelastica [17].

2.1.1 Espectroscopia Raman amplificada en superficies “SERS”
El efecto SERS fue descubierto por Martin Fleischmann, Patrick J. Hendra y A. James
McQuillan en el Departamento de Quimica de la Universidad de Southampton en Reino

Unido en 1974 [18], al intentar registrar el espectro Raman de la piridina sobre un electrodo
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de plata sometido a varios ciclos de oxidacion-reduccion. Aungue en un primer momento se
creyd que la intensificacion Raman era debida al incremento del area superficial producida
por el proceso redox, posteriormente se pudo demostrar que éste no podia ser el Unico
efecto presente, y que estaba actuando un fenémeno nuevo y desconocido que dio lugar al
nacimiento en 1977 de la espectroscopia SERS [19][20]. Desde entonces, se han realizado

numerosos estudios tedricos y experimentales para explicar este fendmeno.

El efecto SERS consiste en un aumento de la dispersion inelastica (sefial Raman) de luz,
procedente de determinadas moléculas en presencia de una nanoestructura metélica, lisa o
rugosa especialmente preparada.[21] Sin embargo, a lo largo de los afios se ha establecido
claramente que la dispersion Raman de una molécula se puede potenciar cuando se coloca
cerca de una nanoparticula metalica (plasmonica), lo que conduce al llamado efecto SERS.
Las mediciones SERS de sistemas moleculares pequefios conducen a mejoras de sefial que
van desde 10® a 10*? debido al fuerte campo local que surge de la excitacion de plasmon,
llamado mecanismo electromagnético (EM), combinado con la interaccion quimica directa
entre la molécula y la superficie metalica. [22][23]

Los plasmones poseen energias discretas de manera que las transiciones electronicas entre
las mismas, dan lugar a la extincion (absorcion + dispersion) de la luz incidente.[24] La
resonancia plasmonica necesaria para que el efecto SERS se lleve a cabo depende de gran
mediada de la funcién dieléctrica del metal y de la forma y tamafio de las nanoparticulas;
los substratos SERS activos para tener un buen factor de amplificacion deben estar en un

intervalo dimensional de entre 5y 10 nm. [25].

Para explicar el efecto SERS se han propuesto un gran nimero de mecanismos y multiples

variantes de cada uno de ellos, actualmente se acepta la existencia principalmente de dos

26



“Determinacion de la concentracion de dcido sidlico como biomarcador para diagnostico de cancer en poblacion femenina”

contribuciones al fendbmeno SERS: mecanismo de intensificacion electromagnético (EM) vy
el mecanismo quimico o de transferencia de carga (TC) [15]. Asi, se considera que el
mecanismo EM debe estar presente en toda la experiencia SERS suficientemente intensa,
mientras que el mecanismo TC puede o no participar, dependiendo de las condiciones. Sin
embargo, no existe un acuerdo definitivo acerca de la contribucion de cada uno de ellos en

el factor de intensificacion total. [25]

Mecanismo de Intensificacion Electromagnética (EM)

El efecto SERS estd determinado por tres componentes principales: la molécula, la
nanoestructura metalica y la radiacion electromagnética [26]. La absorcion y dispersion de
la luz por las nanoparticulas metalicas (cuyo tamafio debe de ser menor que longitud de
onda de la luz) se considera la propiedad méas importante que da lugar al efecto SERS. La
posicién de la frecuencia de oscilacion plasmonica en el espectro electromagnético esta
determinada por la funcién dieléctrica del metal, o permitividad, y por la forma y el tamafio
de la NP. Para una NP suficientemente pequefia, todas las transiciones electronicas
interbandas se consideran insignificantes excepto el plasmon asociado al dipolo
(aproximacion dipolar). Estos sistemas con electrones libres o casi libres presentan un tipo
determinado de excitacion, correspondiente al plasmoén de superficie. La resonancia
plasménica es de tal naturaleza que cuanto mas libres se encuentran los electrones, mas
estrecha e intensa es la resonancia plasmonica dipolar. [25]

La radiacion dipolar emitida por la NP consigue llegar a un estado estacionario unos
femtosegundos después de la iluminacion del laser y es caracterizada por una distribucion

espacial de las magnitudes del campo, donde la intensidad de la radiacion es nula en
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algunas regiones del espacio circundante de la NP, mientras que en otras regiones cerca del
metal se amplifica [27] [28]. Puesto que el efecto SERS esta relacionado con la existencia
de una geometria rugosa en la superficie metalica, el modelo EM puede simplificarse
considerando la intensificacion de la sefial Raman cuando una radiacion de frecuencia ®q
incide sobre una nanoparticula. En la fig. 2.2 se muestra un esquema del fendbmeno que

tiene lugar en un proceso de dispersion Raman en ausencia y presencia de NPs metélicas.

(@) (b)
HATZ INCIDENTE

INCIDENTE

j X DISPERSION
SERS
MOLECULA
DISPERSION C;::ID. v -)

RAMAN

—" /

MOLECUILA! f
PARTICULAS
METALICAS ~

Figura 2.2 Proceso de dispersion Raman en ausencia (a) y presencia (b) de nanoparticulas
metalicas

La gran intensificacion que experimenta la radiacion Raman se debe a dos procesos

fundamentales:

1) Intensificacion del campo EM incidente sobre la molécula: la intensidad del campo

EM que incide sobre la molécula situada en la posicion »' esta compuesta por la intensidad
del campo E, de la radiacion laser a la frecuencia w, y la del campo a la misma frecuencia
dispersado por el propio metal E,. Por lo tanto, el campo eléctrico total que incide sobre la

molécula en »' seré:
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!/ ! !
Eior 7w = Eq 17,09 + E; 7,0, (2.1)
Cuando la frecuencia w, se hace coincidir con la frecuencia de resonancia de los plasmones

superficiales del metal, el campo dispersado E, resulta ser mucho mayor y la expresion

anterior se puede aproximar a:

E. . 7w, ~ E, v'\0w, =g9E, 1", w, (2.2)
donde g es la amplificacion del campo EM por parte de la NP metdlica. Este campo
incidente induce en la molécula un momento dipolar p »',w, que, modulado por las
vibraciones moleculares, emitira radiacion Raman de frecuencia wg. El momento dipolar
puede ser expresado en funcion de la polarizabilidad de la molécula:

p 1w, = apE.,; 17,0, (2.3)
La radiacion Raman dispersada por la molécula tendra asi un campo eléctrico de intensidad

E, proporcional a agE..

2) Intensificacion de la Radiacion Raman: la radiacion Raman de frecuencia w;, puede

ser amplificada a su vez por la NP, de la misma forma que la radiacion laser, con un factor
g’ (que indica la intensificacion del campo a la longitud de onda Raman, wg, la cual puede
diferir del valor a la longitud de onda incidente «w,). De este modo el campo eléctrico total
dispersado, de frecuencia wg, que se observa en la posicion » (detector), es una

composicion del campo dispersado directamente por la molécula de intensidad En (wp)

mientras que el campo dispersado por la NP cuando son excitados los plasmones

superficiales su intensidad es Eg(wg):
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Esgrs 7 wp = Ep 1,05 + Eps 1,05 (2.4)

En condiciones de resonancia plasmoénica, la amplitud total del campo dispersado seré:

Esgrs ® Eps < g'Ep & g'apE; « gg'ayk, (2.5)

Y la intensidad SERS sera proporcional al cuadrado del mddulo de Egzpe:

Igrs ® 99" * ap * I, (2.6)

Donde I es la intensidad del campo incidente. Para bandas de bajo nimero de ondas, es
decir, cuando la diferencia entre wg y g es minima, g ~ g’y la intensidad SERS sera

amplificada con un factor proporcional a la cuarta potencia de la amplificacion del campo

cercano local incidente g *.

Se puede definir un factor de intensificacion & o también asignado como F; de la

siguiente manera:

_ Isgrs _  eag ;2
G === — gg

IRaman %Ro

(2.7)

Donde Ipaman €€l valor de la intensidad del campo eléctrico dispersado inelésticamente

en ausencia del metal y @ la polarizabilidad Raman en ausencia del metal [21][23] [29].

Resumiendo el significado de la ecuacion 2.6 se puede decir que:
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La mayor contribucion al efecto SERS procede de la dispersion por parte del metal, mas
que por parte de la molécula, cuyo espectro Raman se ve de todos modos reflejado en el
espectro SERS de la luz dispersada por el metal.

La intensidad SERS depende de g * Esta dependencia es clave para entender las

poderosas amplificaciones que el SERS produce. Es por ello que para NPs de plata con

un maximo del plasmén a 400 nm, g es ~ 30, pero se produce una amplificacion G

~ 8 x 10° suponiendo que la polarizabilidad Raman no cambia respecto a la de la
molécula aislada [30].

La polarizabilidad Raman de la molécula puede alterarse drasticamente con respecto a
la de la moléecula aislada (variando su magnitud, simetria y propiedades de resonancia)
cuando interacciona directamente con el metal. Esto resulta particularmente evidente en

sistemas molécula/metal donde se realizan procesos de TC.

El valor de G depende de varios factores: i) de la morfologia de la particula metélica, ii) de

la distancia a la superficie r y iii) de la permitividad dieléctrica del metal (¢) y del medio

que lo rodea (g,). El modelo electromagnético predice un factor de intensificacion de la

sefial Raman del orden de 10°, que coincide en gran medida con los valores de G obtenidos

experimentalmente. Es por ello que se puede concluir que el factor de intensificacion

debido al efecto SERS depende de: la forma y tamafio de las nanoparticulas y de la

distancia a la que se encuentra la molécula sobre la superficie metdlica (1-10 nm de

distancia) ya que es una técnica de corto alcance [26] [31]
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En el caso de la esfera, el campo eléctrico externo disminuye con la distancia segun

12

R (R+ d) *, donde R es el radio externo de la NP y d es la distancia al centro de la NP.

Los resultados experimentales indican que la intensificacion resulta detectable para
distancias menores de ~ 100 A [21] [26] . El enorme gradiente del campo EM existente
sobre la superficie metalica, hace que los modos vibracionales con los relacionados con los
grupos moleculares del analito que se encuentran mas cercanos a la superficie den lugar a
una mayor intensidad SERS con respecto a los grupos més alejados. Este efecto de la
proximidad puede ser utilizado para conocer el mecanismo mediante el cual se produce la
interaccion entre el adsorbato y el metal.

El efecto SERS posee unas reglas de seleccién distintas a las que se dan en la
espectroscopia Raman convencional y pueden ser explicadas dentro del marco del modelo
EM. Estas reglas operan sobre los modos vibracionales permitidos en Raman, de manera
que establecen una distincion entre unos modos méas activos, los cuales apareceran con una
mayor intensidad en el espectro SERS, y otros menos activos y menos intensos. En el
exterior de la particula metalica responsable del efecto SERS, las intensidades del campo
polarizado paralela o longitudinalmente (E,) y perpendicular o transversalmente (E,) a la
superficie metélica, no poseen el mismo valor relativo. La relacién que guardan ambas
magnitudes depende de la longitud de onda de excitacion; asi, a una longitud de onda
cercana a la de excitacion de los plasmones superficiales del metal, se cumple que Re(s) ~
—2, de donde se deduce que En ~ 4FEt. Esta caracteristica constituye una herramienta de
una gran utilidad en la determinacion de la orientacion de la molécula sobre la superficie,
ya que los modos vibracionales perpendiculares a la superficie se ven mas intensificados

que los modos orientados en direccion paralela [32], [33].
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Mecanismo de Transferencia de Carga
El mecanismo de transferencia de carga (TC) contribuye también en la produccion del
efecto SERS a través de un proceso semejante al que produce la Resonancia Raman.
El mecanismo TC transcurre mediante un proceso fotoinducido que implica la transferencia
de un electron del nivel de Fermi (Ef) hacia el orbital LUMO (de sus siglas en inglés
Lowest Unoccupied Molecular Orbital) orbital molecular no ocupado de mas baja energia
de la molécula adsorbida sobre la superficie del metal, ver la fig. 2.3(a).
También puede ocurrir el proceso contrario, en el que el electron va del orbital HOMO (del
inglés Highest Occupied Molecular Orbital) orbital molecular ocupado de més alta energia
hacia el nivel de Fermi del metal, fig. 2.3(b) [34].
La nube electronica del analito puede distorsionarse cuando se produce una adsorcion
directa sobre el metal. Cuando la energia de esta interaccion es débil (fisisorcion), la
modificacion de la polarizabilidad del analito o es pequefia y podemos esperar que el
espectro SERS se parezca al espectro Raman normal. La fisisorcion puede inducir una
orientacion molecular fija que, teniendo en cuenta la fuerte polarizacion del campo local,
implica una diferente intensificacion de los modos vibracionales dependiendo de su
simetria. Por el contrario, cuando la entalpia de absorcion es muy negativa y comparable a
las energias de un enlace quimico (quimisorcién), la alteracién del volumen de la nube
electronica del adsorbato es significativa, sobre todo en el caso de moléculas pequefias, y lo
que obtenemos es una ‘“nueva” molécula o complejo superficial, con diferente simetria y
nuevos estados electronicos. Ademas, desde el punto de vista de la intensificacion de la
sefial, la absorcién directa sobre la superficie proporciona el maximo factor de
intensificacion SERS, dando origen al “efecto de la primera capa”. Se trata de un fendmeno

limitado a especies situadas en la primera capa de absorcion, la que involucra moléculas en

33



“Determinacion de la concentracion de dcido sidlico como biomarcador para diagnostico de cancer en poblacion femenina”

contacto directo con la superficie metalica. En estas condiciones la intensificacion SERS
global se debe tanto al efecto multiplicativo del mecanismo EM como a la intensificacion
generada por una transicion de transferencia de carga entre el metal y el adsorbato, o

viceversa [25], [35].

E
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Energia

Figura 2.3 Esquema del mecanismo de transferencia de carga que ocurre entre el metal y
la molécula en el efecto SERS. TC: metal a molécula Ef — LUMO (a) y TC: molécula a

metal

HOMO — Ef (b). [34]

La existencia de transferencia de carga es funcién de la naturaleza del adsorbato y del
metal. La morfologia de la superficie metalica influye notablemente en la contribucion del
mecanismo TC a la intensificacion global SERS, ya que este mecanismo tiene lugar
mayoritariamente en puntos de la superficie en los que existen rugosidades superficiales a
escala atomica, llamadas “adatoms”[36]. Estos sitios activos constituyen el lugar donde
ocurre con mas probabilidad la transferencia de carga entre el metal y el adsorbato, por lo

que se supone que la fraccion de moléculas adsorbidas que contribuyen a la intensificacion

SERS mediante transferencia de carga es relativamente pequefia [25].
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Asi, a medida que se ha estudiado y conocido el funcionamiento del efecto SERS, se ha
comprendido que el SERS es una intensificacion de la radiacion Raman llevada a cabo por
la presencia de nanoestructuras, mas que una intensificacion superficial. Este conocimiento
se ha puesto de manifiesto gracias al desarrollo de nuevas tecnologias en el campo de la
Ciencia de Materiales. Por tal motivo, las superficies metalicas empleadas en
espectroscopia SERS deben cumplir ciertos requisitos con respecto a su morfologia como

anteriormente se ha mencionado[37].

2.2 El Acido Sialico

Los acidos sialicos estan presentes en todos los vertebrados como componentes terminales
de cadenas de oligosacaridos de mucinas, glicoproteinas y glicolipidos y han sido
reconocidos como involucrados en la regulacion de una gran variedad de fendmenos
bioldgicos. En los seres humanos que se producen en los fluidos corporales (plasma
sanguineo, la leche materna, el liquido sinovial, el sudor, secreciones de la vesicula biliar,
los jugos gastricos y orina) y tejidos (eritrocitos, leucocitos, plaquetas, glandulas salivales,
garganta, estdmago, cuello del (tero, el cartilago, colon, etc.) [38]. Las concentraciones de
acido sialico en los fluidos corporales pueden reflejar el estado metabdlico y se han
reconocido como un marcador bioldgico para una variedad de procesos fisiopatologicos.
Por ejemplo, la concentracion de acido sialico de plasma esta fuertemente relacionada con
la presencia de complicaciones microvasculares en la diabetes tipo 1 [39] y un mayor riesgo
de enfermedad cardiaca coronaria. [40]. Los componentes de &cido sidlico normalmente
ocupan posiciones terminales de carbohidratos complejos tanto dentro como fuera de las
areas de las membranas celulares particularmente en las Mucinas, Glicoproteinas y
Glicolipidos[6].
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La familia del acido sidlico incluye 43 derivados del azicar (o carbohidrato) de 9 carbonos
el &cido neuraminico C9H;7NOg, normalmente se encuentra como componente de cadenas
oligosacéridos de mucinas, glicoproteinas vy glicolipidos [41].

El &cido N-acetilneuraminico (NeusAC) es la forma predominante de acido sidlico (AS) y
casi la unica forma que se encuentra en los fluidos corporales y tejidos humanos [42]. La
formula quimica C11H19NOg y la estructura de &cido sidlico se presentan en la Figura 2.4.
La molécula de AS estd compuesta por un anillo de piranosa que consta de cinco atomos de
carbono y un atomo de oxigeno, un N-acetil (N-CH3CO), un grupo carboxilo (CO-OH) y

una "cola” de glicerol (-C3H70s3) [43].

a) b)

HNk

HO OH

¥

HO
(@)
OH OH
HO™ ~O
N-acetilneuraminic acid (Neu5Ac) or Sialic Acid

c11H1‘3N09

Figura 2.4 Estructura quimica del Neu5Ac o &cido sidlico; a) Modelo quimico esquemético; b)
Modelo estereografico con esferas de colores, gris: carbono, rojo: oxigeno, azul: nitrégeno, blanco:
hidrégeno.

Existe en la literatura investigaciones que muestran afecciones detectadas mediante el
incremento de Acido sidlico en fluidos corporales. En la tabla 1, se muestra una
comparativa de las concentraciones de AS con respecto a varias afecciones tanto en suero

como en saliva.
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N. Stefenelli. J. Cancer Res. Clin. Oncol (1985) 109 55. EN SUERO

Afeccion Concentracion N Concentracion *
mmol/ml =mM B mg/dl
Normal 1.89 0.23 58.5 7.1
Cirrosis hepatica 2.18 0.47 67.4 14.5
Neumonia 3.02 0.66 93.4 20.4
Otras Enfermedades Inflamatorias 2.83 0.57 87.5 17.6
Artritis Reumatoide 3.05 0.71 94.3 22.0
Otras Enfermedades 2.24 0.39 69.3 12.1
Diferentes Neoplasias
Mama 2.58 0.61 79.8 18.9
Utero 3.22 0.69 99.6 21.3
Pulmén 3.29 0.73 101.7 22.6
Colon/Recto 3.08 0.69 95.3 21.3
Estomago 2.93 0.67 90.6 20.7
Prostata 2.85 0.7 88.1 21.6
A. Hogan-Ryan. Br. J. Cancer (1980) 41, 587. EN SUERO
Normal 1.65 0.1 51.0 3.1
Mama 2.86 0.5 88.5 15.5
Leyla Koc Oztiirk. Medicinal Chemistry (2011) 7, 443. EN SALIVA

Normal 0.15 0.03 4.7 1.0
Cancer de Mama 0.37 0.15 114 4.5

Tabla 1. Comparativa de la concentraciébn de AS mostrada en tres trabajos diferentes en

fluidos corporales mediante diferentes técnicas[44], [45], [7] .
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Los métodos mas ampliamente utilizados para la determinacion del acido sidlico en la
saliva son el método &cido de la ninhidrina descrito por Yao K. [46] y el ensayo del acido
tiobarbitdrico modificado por Skoza L [47], que han pasado la prueba del tiempo. En
estudios publicados en los dltimos afios, la determinacién de acido sidlico en la saliva
contindla siendo realizada con estos métodos [48] [49]. Sin embargo, la determinacion de
acido sidlico por SERS es una tecnologia de enfoque novedosa que requiere menos
reactivos y podria ser Gtil en el diagnostico clinico ya que es altamente sensible, rapida y
barata, el equipo puede ser portatil y los resultados pueden obtenerse en tiempo real [50].
Existen algunos estudios que utilizan SERS para la formacion de iméagenes de &cidos
sidlicos en células vivas [51], [52], pero, hasta donde sabemos, no hay informes
comparativos entre SERS en aplicaciones relativas a su uso para detectar los niveles
presentes de la molécula de AS en fluidos humanos o su aplicacion sistematica para

detectarlos en poblaciones humanas.

2.3 Céncer de Mama
El cancer de mama es la malignidad mas frecuente para las mujeres en el mundo, y es la
causa de mas de 520,000 muertes por afio; es la segunda causa principal de muerte por
cancer entre las mujeres, siendo superada Unicamente por el cancer de pulmén [53], [54].
La deteccidn temprana del cancer de mama, combinada con una intervencién médica
agresiva e inmediata, es esencial para reducir sustancialmente las tasas de mortalidad por
cancer de esta malignidad.
Los métodos de deteccion reales para el cancer de mama, como la mamografia de rayos X,
la ultrasonografia, la resonancia magnética (RM), la tomografia computarizada (TC) y la

tomografia por emision de positrones (PET), tienen limitaciones considerables que afectan
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su efectividad diagnostica. Por ejemplo, los escaneres por tomografia y tomografia
computarizada exponen a las personas a una dosis relativamente alta de radiacion en
comparacion con otros tipos de pruebas de diagnostico y es probable que causen nuevos
canceres en algunos pacientes [55], [56]

La mamografia con rayos X, el método de deteccion disponible mas comin y relativamente
costo-efectivo, estd limitada por baja sensibilidad y especificidad. Hasta un 75% de les
falsos positivos y el 34% de les falsos negativos se han informado en un estudio publicado
en pruebas de deteccion de rayos X [57]. Uno de los principales inconvenientes de la
mamografia es que confiere un riesgo ligeramente mayor de causar cancer de mama
inducido por radiacion. Esto evita que las mamografias se apliquen universalmente a
mujeres menores de 40 afios. En el caso de mujeres que tienen un tejido mamario denso, la
mamografia puede fallar porque el contraste del tumor es similar al tejido fibroso. Se ha
encontrado que casi el 40% de las mujeres mayores de 40 afios tienen tejido denso.
Ademds, para las mujeres més jovenes menores de 40 afios, el tejido mamario adiposo
denso enmascara la mayoria de los tumores en sus etapas iniciales, por lo que la
mamografia con rayos X normalmente no es concluyente; cuando es imperativo detectarlos

para proporcionar un tratamiento adecuado de manera oportuna.

Figura 2.5 Comparativa del tejido mamario menos denso (A) al mas denso (D).[58]
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Como consecuencia, el cancer de mama a menudo solo se detecta en etapas mas avanzadas

cuando las opciones de tratamiento son significativamente mas limitadas.

La tasa de supervivencia relativa a 5 afios del cancer de mama en mujeres con cancer de

mama en estadio 0 o estadio | es cercana al 100%. Los canceres de mama en estadio 11 y 11l

tienen una tasa de supervivencia de aproximadamente 93% y 72%, respectivamente, y si el

cancer ha alcanzado el estadio IV, las perspectivas de supervivencia se reducen a solo 22%

[59].

Tasa relativa de
Etapa
sobrevivencia a 5 afos
0 100%
| 100%
Il (a,b) 93%
I (a,b,c) 2%
AV4 22%

Tabla 2. Posibilidad de sobrevivencia por estadio de cancer de mama en muijeres.

Por lo tanto, existe una necesidad urgente de un método rapido, preciso y no invasivo para

la deteccion temprana del céancer de mama independientemente de la edad, la densidad del

tejido mamario y que su costo sea relativamente bajo.
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CAPITULO 3

3. METAS Y OBJETIVOS
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3. Metas y Objetivos

3.1 Hipotesis
La espectroscopia SERS con NPAg, puede aplicarse en forma exitosa para detectar analitos
indicadores de alguna afectacion en seres humanos, pudiendo definirse condiciones para
tener patrones de calibracién de concentraciones de acido sialico. Asi mismo se estudiara el
uso del SERS con NP en muestras de saliva para poder determinar si es mayor la

concentracion de &cido sialico en pacientes con cancer de seno que en pacientes sanas.

3.2 Objetivo general

Comparar la concentracion del &cido sialico 1) entre mujeres diagnosticadas con cancer de
mama y mujeres sanas, 2) entre mujeres que se someten a procesos de tamizaje por
mamografia y/o ultrasonido para descartar la existencia de procesos de neoplasias malignas
en el seno, y determinar la predictibilidad de la prueba, para determinar si existe una

condicion de cancer mediante la técnica SERS.

3.3 Objetivos especificos

Determina la concentracién de &cido sidlico en mujeres con cancer de mama asi como la
concentracion de &cido sialico en mujeres sanas mediante la técnica SERS.

Si los resultados son favorables, proponer un método alternativo mediante la técnica SERS

que complemente a los métodos ya existentes para la rapida deteccién del cancer de mama.
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4. MATERIALES Y METODOS
EXPERIMENTALES

4.1 Espectroscopia Raman-SERS
Se realizaron mediciones Raman-SERS utilizando un espectrometro Raman de HORIBA

Xplora Plus, utilizando el laser verde de estado sélido, 532 nm de longitud de onda, a una
potencia estimada de 5 mW sobre la muestra. El espectrometro estd acoplado a un
microscopio Optico Olympus BX41. La sefial se registra mediante un CCD (siglas en inglés
de: Charge Coupled Device) enfriado a -48 ° C. El haz del laser se centré en la muestra
utilizando un objetivo Olympus 10X para dar un tamafio de punto de aproximadamente 3
pum en la muestra. El tiempo de adquisicion de datos fue de 20 segundos por exploracion,
recolectando cuatro barridos co-agregados. La dispersion de luz se efectia utilizando una

rejilla monocromadora de 1800 ranuras/mm. El esquema de medicion se puede observar en

la figura 4.1.
Rejilla Rendija Apertura
- / Fuente de luz
P — I @ \ ——
i / o
i &
e E gtro R n
spegtro Rama A -
‘ —
. Detector /
o Video \
et camara
! Platina XY

Figura 4.1 Diagrama de medicién del equipo Raman XploRA One, Horiba. [60]
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4.2 Sintesis y Caracterizacion de Nanoparticulas

Existen diversas técnicas de sintesis de nanoparticulas, gracias a las cuales se ha
conseguido generar un amplio espectro de distintos tamafios, formas y funcionalidades
[61]. La sintesis descrita en este trabajo es conocida como “método de Turkevich”. El
método iniciado por J. Turkevich en 1951 y modificado por el Sr. G. Frens en 1970, es-el
mas-simple—gue—hay, involucra la reduccion de iones (pueden ser plata u oro) presentes en
una disolucién acuosa con citrato de sodio [62], [63]. La preparacion por reduccion guimica
consta de dos partes fundamentales: La reduccion y la estabilizacién. En relacion a la
estabilizacion, es importante mantener el estado monodisperso de las NPs. Debido a la
naturaleza hidrofobica, las NPs metalicas tienden a agregarse en complejos mayores
mediante fuerzas de van der Waals. El agente estabilizante aporta cargas negativas que

inducen fuerzas de repulsion entre las particulas [64]-[66].

4.2.1 Sintesis de nanoparticulas
Todos los reactivos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich, de grado analitico, y se usaron sin

purificacion adicional. Las nanoparticulas de plata NPs-Ag citrato reducidas se obtuvieron
utilizando el método de Turkevich, una solucién de nitrato de plata (2,5 mM) en agua
desionizada (D) de—agda se calentd a 95 ° C, y se afiadid una solucion de citrato trisddico
(2,5 mM). Casi 15 minutos méas tarde, el color de la solucion se convirti6 en amarillo
grisdceo, lo que indica la formacion de nanoparticulas. Después de enfriar la solucion a
temperatura ambiente, las NPs-Ag obtenidas se lavaron por centrifugacion a ciclos de
redispersion con agua desionizada tres veces y se almacenaron en la oscuridad hasta su

uso.[67], [68]
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Figura 4.2 NPs-Ag en agua desionizada sintetizadas por el método de Turkevich.

4.2.2 Caracterizacion de nanoparticulas
La microscopia electronica de barridlo SEM (Scanning Electron Microscopy). Es una

técnica que permite la caracterizacion estructural y morfoldgica de materiales sélidos. [69].
En la figura 4.3 se observa el diagrama de los componentes de un SEM. Para el analisis de
las NPs-Ag por microscopia electronica, se depositd una sola gota de la solucién de

muestra en una rejilla de cobre comercial (lacey carbon formvar).

Filamento

Lentes
electromagnetlcas

Lentes
electromagnetlcas

Bobinas de barrldo—b e BObiNas de barrido

Detector de

e
~\ e Rayos- X
1 Conversion M t Conversion
de la sefial Gesta de la sefial

Bomba de vacio

Figura 4.3 Esquema de un microscopio electronico de barrido, mostrando algunos de los
componentes mas importantes.
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Para caracterizar la morfologia y composicion quimica de las nanoestructuras por SEM se
utilizé un microscopio Hitachi STEM-5500 equipado con campo brillante, modo STEM vy
detectores de campo oscuro. El microscopio SEM/STEM tiene un cafion de emision de

campo con una resolucion espacial de 0.4 nm operada a 30 kV.

||||\||||||

[ T T T T A S N 1
HITQA 2N MA/ N A vON N € RNNAm UTSA 30.0kV -0.1mm x80.0k SE 500nm

L R R O O B R |
A

UTSA 30.0kV -0.1mm x60.0k SE 500nm UTSA 30.0kV -0.1mm x18.0k SE

Figura 4.4 Iméagenes SEM de NPS-Ag reducidas con citrato de sodio mediante el método
de Turkevich.

4.3 Calibracion de &cido sialico
En primer instancia se analizaron los espectros Raman de referencia utilizando AS en

estado solido, una disolucion en agua desionizada de AS a 200 mg/dl, el Coloide de NPs-
Ag vy finalmente la combinacién de nuestro sustrato SERS (NPs-Ag) con la Solucion de AS
a 200 mg/dl previamente medida. Analizando los espectros obtenidos se obtuvo un
incremento en la intensidad de la sefial al combinar nuestro substrato junto con la

disolucion de AS. Como se muestra en la figura 4.5.
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Figura 4.5 Espectros de referencia donde se puede observar el contraste de sefiales tanto
Raman (AS-S6lido) como SERS (AS 200mg/dl-AgNPs) del AS.

Se prepararon soluciones de AS, a diferentes concentraciones en agua desionizada. El
reactivo de AS fue adquirido en Sigma-Aldrich, de grado analitico, y se usO sin purificacion
adicional.

En las calibraciones del AS a diferentes concentraciones con NPs -Ag, se midieron

concentraciones de acido sialico comercial a 1, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 mg/dl.

Todas las muestras fueron depositadas en un porta portaobjetos de aluminio con 12 pozos,
cuya capacidad de cada uno es de 75-80 pl (Figura 4.6), de los cuales se utilizd una mezcla
2:1 de NPs-AG con AS respectivamente. Estas condiciones de calibracion se determinaron
de manera experimental.
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Figura 4.6 Substrato de aluminio utilizado para débositar las muestras a medir con capacidad aproximada de

75-80uL por cada pozo, en el cual se utilizd la proporcion 50uL de coloide de NPs-Ag con 25uL de AS.

Se analizaron los espectros SERS obteniendo un incremento en la intensidad de la sefal

segun la concentracion de AS. Se realizaron tres pruebas con las mismas soluciones y los

espectros fueron reproducibles, en la Figura 4.7, podemos observar un stack, o espectros

por separado de cada una de las disoluciones de AS (a) y el contraste de realce en las

concentraciones de AS (b).
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Figura 4.7 stack delas disoluciones propuestas de AS () y comparativa del contraste en intensidades (b).
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Los espectros SERS se recogieron en el rango espectral de 400 a 1800 c¢m™ como un

promedio de cuatro exposiciones consecutivas de laser de 20 segundos como anteriormente

se menciond. El fondo de fluorescencia se elimind usando el algoritmo de Vancouver.

Teniendo presente el buen resultado en los espectros y observando el contraste de las

intensidades con respecto a la concentracion de AS. Se procedid a asignar las bandas

encontrando asi los modos vibracionales mostrados en la tabla 4.1.

SERS 200mg/dl 150mg/dl 100mg/dl 50mg/di 20mg/dl Assignment

experimental

mode/cm’?

598m X X X X - 3(CO,) + 6(OH)"

640w - - - - - 3(ring) + p(CHy), ring”

709s X X X X X 3(CO,) + y(C) +y(H) of hydroxil

850s X X X X - 8(C-H),equatorial + p(CHy) In
glicerol chain”

942w - - - - - v(C-O-C)+ v(C-O)inglicerol
chain”

1002vs X X X X X v(C-C) inring, v(C-N)"

1072w - - - - - 8(C-H), 8(C-O-H) + v(C-O-C)in
ring, asym”

1127s X X X X X v(C-C), v(C-O) asym

1156w - 7(CHy)

1237vs X X X X X v(C-N), Amide IlI

1339m - - - - - Y(CH,)" +8(C-O-H)

1391vs X X X X X v(CO,)

1423m - - - - - 8(C-H)"

1454m X X X X - 8(CHy)

Tabla 3 Asignacion experimental de los modos vibracionales en SERS del AS.
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Una vez obtenidas las asignaciones, se tomaron las tres bandas mas representativas que
mostraron una respuesta de intensidad SERS muy fuerte en funcién de la concentracion de
AS. Los puntos experimentales se ajustaron mediante una funcion logaritmica v =a —
bln x + ¢, con un grado de correlacion superior a 0,98, indicando posibilidad de una
determinacion precisa de la concentracién de AS a partir de la curva de calibracion.

Los datos experimentales se ajustaron a la ecuacion logaritmica donde a, b y ¢ son los
parametros de ajuste. Como la intensidad Raman de los tres picos mas fuertes aumenta a
diferentes razones a medida que aumenta la concentracion de SA, la curva de calibracién se
calculd usando los valores promedio de los picos A, B y C. La incertidumbre final asociada

con la determinacion de la concentracion de AS fue + 0.5 mg /dl.

D00, (—p——r—r—

[ -1
'lg E = Y=A-B*Ln(x+C) ]
@ 20000 - .
=
(&) E
~
= - —
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(14 10000 wooo| " 1237 em™! | il 1002¢m-1 -
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Figura 4.8 Representacion grafica de la intensidad maxima de 1391 cm=* en funcion de la concentracion

de &cido sialico. La linea roja representa la funcion logaritmica de mejor ajuste para los datos obtenidos. En
pequefio se muestran los graficos de las intensidades de los picos de 1237 y 1002 cm~t en funcion de la
concentracion de 4cido sialico.
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4.4 Procesamiento de muestras de saliva

Teniendo los parametros establecidos para medir AS se prosiguid a la recoleccion de
muestras de saliva, teniendo tres grupos de participantes. El primero de mujeres voluntarias
que oscild entre 19 y 60 afios de edad sin ningin problema de salud reciente. El segundo
grupo fueron mujeres con diagnéstico de cancer de mama en sus diferentes etapas las
cuales se obtuvieron en colaboracién con personal del Hospital Central a través de su
Division de Ginecologia. Para la recoleccion de saliva, a cada voluntaria, se le pidié
hacerse una limpieza oral, que consiste en dos pasos, en primer lugar, un vigoroso cepillado
de dientes, seguido de un enjuague con un lavador bucal sin alcohol comercial.
Posteriormente, el paciente recibié instrucciones de esperar varios minutos, antes de
depositar 1-1,5 ml de saliva en un pequefio frasco de plastico estéril. La saliva recolectada
se centrifugd a 6000 rpm. Las muestras para examinar se extraen de los sobrenadantes y se
mezclan con NPs-Ag para después llevarlas al Raman y asi determinar la concentracion de
AS. Las porciones de muestra no utilizados se almacenan en refrigeracion a 4 ° C. Para la
obtencion de las concentraciones de AS en la saliva se hace una re calibracion diaria del AS
en concentraciones para poder comparar en las mismas condiciones instrumentales las

estimaciones de niveles del AS en muestras de saliva.
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5.Presentacion y discusion de los resultados.

5.1 Primera etapa de resultados.

Para esta primera etapa de resultados se cuenta con el andlisis de 206 muestras de saliva de
mujeres, 106 de mujeres sanas y 100 de pacientes con previo diagnostico de CA de mama,
la recoleccion de muestras de saliva de mujeres previamente diagnosticadas con CA de
mama lo fue en el Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”. Para cada muestra se
llevd a cabo el procedimiento descrito con anterioridad determinando la concentracion de
AS en la saliva mediante la SERS producida por las nanoparticula de plata reducidas con
citrato, de cada una de las participantes, y se presenta el contraste entre ambos grupos de

mujeres.

AS 10mg/dl
MS7
MS6
MS5

[ SERS de muestras de saliva
L Mujeres Sanas

—_ r MS4

© T MS3

2 MS2

c L MS1
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©
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e
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Figura 5.1 Comparacion entre el SERS adquirido a partir de soluciones acuosas de acido sialico a
concentraciones de 1, 5y 10 mg / dl y espectros de acido sidlico medidos en saliva de ocho mujeres
sanas. Las curvas en color negro, rojo (abajo) y azul, son los espectros de calibracion del AS
reactivo analitico, a concentraciones de 1, 5y 10 mg/dl.
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En la Figura 5.1 se presenta la comparacion de los espectros SERS de las soluciones de
referencia de AS en concentraciones de 1, 5 y 10 mg / dl con respecto a los espectros
medidos en saliva de ocho mujeres sanas. La estrecha similitud de los espectros SERS de
AS medidos en saliva con los obtenidos a partir de la solucién acuosa estandar de AS,
valida la capacidad de SERS para medir AS en saliva humana. Como puede verse en la
Figura, la concentracion de AS en la saliva de estas ocho mujeres sanas varia entre 1 y 5
mg / dl, curvas negra y roja en la parte baja de la grafica, respectivamente.

La Figura 5.2 compara los espectros SERS de las soluciones de referencia de AS en
concentraciones de 5, 10, 15 y 20 mg / dl con los de AS a partir de la saliva de seis
pacientes con cancer de mama. A diferencia del caso de los espectros SERS obtenidos de
individuos sanos, se puede concluir que las concentraciones de AS en la saliva de estos

pacientes con cancer de mama oscila entre 10y mas de 20 mg / dl.

| SERS de muestras de saliva —AS 20mg/d|

[ Mujeres con CA de mama AS 15mg/dl
& ——MCAMS

L : 5 N — ——— MCAMS5
F A P —— MCAM4

A — = MCAM3
—MCAM2

L ———MCAMf
—— AS 10mg/di
—— AS 5mg/dl

Intensidad Raman (u. a.)
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Corrimiento Raman (cm")

Figura 5.2 Comparacion entre los espectros de SERS del AS a concentraciones de 5, 10, 15y 20 mg / dly
espectros de acido sialico medidos en saliva de seis pacientes con cancer de mama.
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Dado estos resultados y como una demostracion de la aplicacion propuesta, la Figura 5.3
muestra una gréfica de la frecuencia de las concentraciones de AS con un ancho de
intervalo de 1 mg / dl para mujeres sanas (barras rojas) y pacientes con cancer de mama,
independientemente de la etapa del cancer (barras verdes). A partir de esta figura, se puede
ver facilmente como las concentraciones de AS del grupo control de mujeres sanas se
agrupan estrechamente después de una distribucion normal con una media estimada de 3,5
y una desviacion estandar de 1 mg / dl. Por el contrario, en el caso de pacientes con cancer
de mama, existe una amplia dispersion en concentraciones de AS que varian de 5 a 40 mg /
dl, con una media de 18,3 mg / dl y una desviacion estandar de 9,4 mg / dl. Esta
informacion se utilizo para establecer que las concentraciones salivales de AS superiores a

7 mg / dl son indicativas de la presencia de una posible afeccion cancerosa.

40 e
I 106 Mujeres Sananas ]
35 . [ 100 Mujeres con diagndstico de CA de mama ]

30

—_—

25
Umbral de Riesgo

20 > 7 mg/dl

15

Frecuencia

10

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Concentraciéon de A.S. (mg/dl)
Figura 5.3 Gréfica de frecuencia de las concentraciones de 4cido sialico con un ancho de intervalo
de 1 mg / dl para los controles sanos (barras rojas) y los pacientes con céncer de mama,

independientemente de la etapa del cAncer (barras verdes). Tienes la grafica en castellano, favor de
sustituir.
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5.1.1 Analisis estadistico.

Un centenar de pacientes, con edades comprendidas entre los 25 y los 78 afios (promedio:
51,8 afios + 12,0) y ciento seis voluntarios sanos, con edades comprendidas entre 18 y 60
afios (promedio: 28,6 afios + 12,7), todas mujeres en ambos grupos, participaron en este
estudio. La Figura 5.4 (Insertada en la parte superior izquierda) muestra la concentracion de
acido sialico de cada participante, en puntos negros, mujeres sanas (negativos) y en rojo las
enfermas. Las caracteristicas de los pacientes que participan en el proyecto se muestran en
la Tabla 4. El andlisis estadistico se llevdo a cabo en los paquetes estadisticos SPSS 20 y
Origin Pro 8. El caracter de la distribucion de los datos (paramétricos, o muestras
distribuidas consistentes con una distribucion normal, o no-parameétrica se debe de
establecer primeramente, para definir los tipos de pruebas estadisticas aplicables, para
establecer si los datos nos permiten establecer conclusiones sobre su diferencia o distincion
estadistica. La asuncion de datos no paramétricos se evalud y se apoyd con una prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Esta prueba arrojo que los resultados de las mujeres enfermas no
conforman una muestra de una distribucion estadistica. La existencia de una diferencia
estadistica real entre los medios de concentracion de control y los sujetos con diagnostico
positivo se evaluaron mediante una prueba U de Mann Whitney. Se considerd que un valor
de P<0.05 era estadisticamente significativo. La aplicacion de la prueba U de Mann
Whitney respalda la hipdtesis de que la expresion de AS presente en la saliva del control y
los pacientes afectados son diferentes. La Figura 5.4 muestra también la grafica de “cajas”

de la concentracion de acido sidlico en ambos grupos.
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Figura 5.4 Diagrama de caja de la concentracion de acido sialico en grupos de pacientes sanos y afectados.
Recuadro: grafico de nubes de la concentracién de acido sialico de cada participante.

Grupo control Grupo enfermo P
Numero de Participantes 106 100
Concentracion de AS (mg/dl) 3.4(2.7 a4.5) 15.4(11.3 a 22.5) 0.05

Tabla 4. Caracteristicas de los pacientes que participan en el proyecto. Los datos se presentan
como mediana (cuartil inferior a cuartil superior) dado el caracter no paramétrico de los datos. La

prueba U de Mann Whitney que aplica para datos distribuidos no paramétricamente) se utilizé para
las comparaciones.

En la Figura 5.5, se muestra un diagrama de caja de la concentracion promedio en funcién
del estadio clinico. Como solo teniamos 3 pacientes diagnosticados en estadio IV, se
agruparon junto con pacientes en estadio Il en el andlisis estadistico. Los valores
numéricos de las medianas, mas / menos el primer y tercer cuartil (Q1, Q3) se resumen en
la Tabla 5. La inspeccion de esta figura sugiere que puede existir cierta correlacion entre las
concentraciones de AS presentes en la saliva de las personas afectadas por cancer de mama
y el diagnéstico de estadio clinico de la enfermedad. Se realiz6 una prueba de Kruskal-
Wallis en todos los datos de concentracion de AS y las etapas clinicas del cancer para
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probar si existe diferencia estadisticamente significativa entre estos datos no paramétricos.
Se obtuvo un valor de P = 0.0007, lo que indica que existe una diferencia significativa entre
las concentraciones de AS entre las diferentes etapas clinicas. Se hicieron pruebas
posteriores de comparacién mdltiple, una de Dunn, y una prueba de Bonferroni que aplican
para examinar si los grupos de pacientes por estadios presentan una concentracion media, o
mediana que sea estadisticamente diferentes. Ambas pruebas resultan solo en diferencias
significativas entre las etapas (0, 1) frente a las etapas Il y IV a P <0.05. No se obtuvieron
diferencias significativas entre el resto de las etapas cuando se compararon en pares (0,1),
(0,11, (1, 1), en ambas pruebas. Una simple prueba de correlacion de Spearman indica que
r2 = 0.16 en la concentracion de AS vs el estadio clinico. Sin embargo hacemos notar que la
aplicacibn de esta prueba es solo como ejercicio indicativo, matematicamente no
recomendado, ya que la prueba estrictamente demanda que las variables a examinar sean

numéricas Yy no categoricas, como lo son en este caso los estadios del cancer.

50
a5k
a0k
35|
30|
25|
20 F
15}
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Sialic acid concentration (mg/dl)

0 I I MWandIV
Clinical stage

Figura5.5 Diagramas de caja de las concentraciones promedio y mediana en funcion del
estadio clinico.
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Estadio de
Cancer Mediana Q1 Q3 Frecuencia
ETAPAO 11.2 10.1 12.7 8
ETAPA | 11.9 8.5 12.7 10
ETAPA I 16.3 12.2 22.0 48
ETAPAS Il & IV 20.7 15.1 29.5 34
100

Tabla 5. Valores de concentracién AS: mediana, primer cuartil Q1 y tercer cuartil Q3 de
los datos, para cada paciente diagnosticado en una etapa de cancer.

Sensibilidad v especificidad

En el &mbito de las pruebas estadisticas y de las ciencias biomédicas, es esencial el calcular
la sensibilidad y especificidad estadisticas al final de haber efectuado un estudio que
compara resultados negativos/positivos, es decir pacientes sanos/enfermos. Usando la
definicion de sensibilidad de una prueba como el porcentaje de positivos que estan
identificados correctamente (es decir de enfermas en este caso que son identificadas por la
prueba del AS-SERS), adoptando un umbral de concentracién de AS de 7 mg / dl para
diferenciar entre sanos y enfermos, la sensibilidad del método propuesto para la deteccion
de cancer de mama fue ~94%. La especificidad se define como la probabilidad de que un
individuo sano tenga un resultado negativo en la prueba bajo consideracion. Utilizando el
mismo umbral de concentracion de AS de 7 mg / dl, la especificidad calculada del método
resultd en 98%. La precision (o valor predictivo positivo) de una prueba, definida como la
proporcion de verdaderos positivos dividida por el nimero de todos los positivos, fue del
92% (jque seria la probabilidad de un resultado de la prueba que me indique que estoy

enfermo, cuando realmente lo estoy!) para el mismo umbral de concentracion de AS.
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Se ha observado que en estudios salivales, las enfermedades bucales, como la gingivitis,
deben tenerse en cuenta para evitar errores positivos falsos [7], [39] Ademas, Stefenelli et
al. [44] informaron que los niveles de AS aumentaron en el suero de pacientes con céncer
de (tero, pulmén, colon / recto, estdbmago y prostata. En todos estos casos, la concentracion
sérica de AS fue mayor que la concentracion media que se encontrd en el suero de
pacientes con cancer de mama. Los mismos autores han demostrado un aumento de los
niveles de AS en la artritis reumatoide, la cirrosis hepatica y las enfermedades inflamatorias
graves (como la neumonia). Como resultado, el aumento de AS salival puede ser indicativo
de la presencia, no especificamente, de cancer de mama, pero alternativamente de otros
tipos de cancer y / o de afecciones inflamatorias graves no relacionadas con el cancer. Este
uktimo inconveniente es facil de evitar exigiendo que la prueba NO se aplique si la paciente
sufre de una afliccion inflamatoria grave tal como la neumonia mencionada, y averiguando
previamente si la paciente sufre de periodontitis grave, que es facil de diagnosticar por un
profesional de la odontologia.

Es importante sefialar que en nuestro estudio, la edad media del grupo de control es menor
que la edad media del grupo de cancer de mama. Se ha informado que los niveles de AS
aumentan solo en un 4-5% y un 7% en los grupos de edad 50-59 y 60-69 afios de edad, en
comparacion con el grupo de 20-49 afios, en el que los niveles de AS permanecen
practicamente iguales [28]. Por lo tanto, el incremento en la concentracion de AS esperado
para pacientes de 50 afios 0 méas, estd muy por debajo del umbral de 7 mg / dl propuesto
para un resultado negativo, y estara contenido dentro de una desviacién estandar de la

media de 3,5+ 1,0 mg / dl.

61



“Determinacion de la concentracion de dcido sidlico como biomarcador para diagnostico de cancer en poblacion femenina”

5.2 Reproducibilidad de la metodologia con diferentes
distribuciones de NPs.

Una gran pregunta que surgid a partir de la primera etapa de resultados, fue si el tamafio de
las NPs influiria en el incremento de las intensidades de los espectros, asi como el espectro
de la medicion de una sola muestra de saliva en diferentes dias, inconvenientes que pueden
afectar la validez de la determinacion del nivel del AS en la saliva. Por lo que se propuso
un ejercicio en donde se sintetizaron 4 diferentes coloides bajo el mismo procedimiento de
Turkevich, pero obteniendo diferentes distribuciones de tamafios en las Nanoparticulas y
midiendo con esos cuatro diferentes coloides dos muestras de saliva, la de una participante

sana y la de una con previo diagnostico de cancer, obteniendo los siguientes datos.

Primera calibracion de acido sialico

500 nm

Figura 5.6 Imagenes SEM: Distribucion de tamafio de nanoparticulas No. 1 (80 £ 30 nm)
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Figura 5.7 Histogramas: Distribucion de tamafio de nanoparticulas No. 1 (80 £ 30 nm)
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Figura 5.8 Espectros SERS del AS enreactivo, en una paciente sana y una diagnosticada.

Raman Shift (cm™)

63



“Determinacion de la concentracion de dcido sidlico como biomarcador para diagnostico de cancer en poblacion femenina”

En la figura 5.8 cada espectro tiene la siguiente correspondencia:
B: Coloide No 1 de NPs-Ag

C: AS de Img/dl + NPs-Ag

D: AS de. 5Smg/dl + NPs-Ag

E: AS de 10mg/dl + NPs-Ag

F: AS de 15mg/dl + NPs-Ag

G: AS de 20mg/dl + NPs-Ag

H: AS de 50mg/dl + NPs-Ag

I: Saliva de una paciente con cancer de mama + NPs-Ag

J: Saliva de una mujer sana + NPs-Ag
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Figura 5.9 Curvas de calibracién para la poblacion de nanoparticulas No. 1.

Muestra de Saliva Concentracionde AS
(mg/dl)

Mujer sana 3.4

Mujer con cancer de mama 19.7

Tabla 6. Resumen de la calibracién con la poblacién de nanoparticulas No. 1
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Segunda calibracion de acido sidlico

Figura 5.10 Imagenes SEM: Distribucién de tamafio de nanoparticulas No. 2 (65 + 20 nm)
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Figura 5.11 Histogramas: Distribucion de tamafio de nanoparticulas No. 2 (65 = 20 nm)
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Figura5.12 Espectros SERS del AS enreactivo, en una paciente sana y una diagnosticada.

En la figura 5.12 cada espectro tiene la siguiente correspondencia:
B: Coloide No 2 de NPs-Ag

C: AS de Img/dl + NPs-Ag

D: AS de. 5Smg/dl + NPs-Ag

E: AS de 10mg/dl + NPs-Ag

F: AS de 15mg/dl + NPs-Ag

G: AS de 20mg/dl + NPs-Ag

H: AS de 50mg/dl + NPs-Ag

I: Saliva de una paciente con cancer de mama + NPs-Ag

J: Saliva de una mujer sana + NPs-Ag
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Figura 5.13 Curvas de calibracion para la poblacion de nanoparticulas No. 2.

Muestra de Saliva Concentracionde AS
(mg/dl)

Mujer sana 2.9

Mujer con cancer de mama 20.1

Tabla 7. Resumen de la calibracion con la poblacion de nanoparticulas No. 2.
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Tercera calibracion de acido sialico

200 nm

Figura 5.14 Iméagenes SEM: Distribucion de tamafio de nanoparticulas No. 3 (110 + 30
nm)
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Figura 5.15 Histogramas: Distribucion de tamafio de nanoparticulas No. 3 (110 + 30 nm)
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Figura 5.16 Espectros SERS del AS en reactivo, en una paciente sana y una diagnosticada.

En la figura 5.16 cada espectro tiene la siguiente correspondencia:
B: Coloide No 3 de NPs-Ag

C: AS de Img/dl + NPs-Ag

D: AS de. 5Smg/dl + NPs-Ag

E: AS de 10mg/dl + NPs-Ag

F: AS de 15mg/dl + NPs-Ag

G: AS de 20mg/dl + NPs-Ag

H: AS de 50mg/dl + NPs-Ag

I: Saliva de una paciente con cancer de mama + NPs-Ag

J: Saliva de una mujer sana + NPs-Ag
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Figura 5.17 Curvas de calibracion para la poblacion de nanoparticulas No. 3.

Muestra de Saliva Concentraciénde AS
(mg/dl)

Mujer sana 3.6

Mujer con cancer de mama 19.5

Tabla 8. Resumen de la calibraciéon con la poblacion de nanoparticulas No. 3.
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Cuarta calibracién de acido sialico
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Figura 5.18 Imagenes SEM: Distribucién de tamafio de nanoparticulas No. 4. Tamafio de
distribucion de 20 a 150 nm.
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Figura 5.19 Histogramas: Distribucion de tamafio de nanoparticulas No. 4 Tamafio de
distribucién de 20 a 150 nm.
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Figura 5.20 Espectros SERS del AS en reactivo, en una paciente sana y una diagnosticada.

En la figura 5.20 cada espectro tiene la siguiente correspondencia:
B: Coloide No 4 de NPs-Ag

C: AS de Img/dl + NPs-Ag

D: AS de. 5Smg/dl + NPs-Ag

E: AS de 10mg/dl + NPs-Ag

F: AS de 15mg/dl + NPs-Ag

G: AS de 20mg/dl + NPs-Ag

H: AS de 50mg/dl + NPs-Ag

I: Saliva de una paciente con cancer de mama + NPs-Ag

J: Saliva de una mujer sana + NPs-Ag
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Figura 5.21 Curvas de calibracion para la poblacién de nanoparticulas No. 4.

Muestra de Saliva

Concentraciéonde AS

(mg/dI)
Mujer sana 3.1
Mujer con cancer de mama 20.4

Tabla 9. Resumen de la calibracion con la poblacion de nanoparticulas No. 2.
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RESUMEN DE RESULTADOS DE LA CONCENTRACION DE AS USANDO NPs-Ag DE DIFERENTES
TAMANOS Y DISTRIBUCIONES

MUESTRA SA.
DE SALIVA Concentraciéon | Concentracién | Concentracion | Concentracion | Concentracidn Media +
de ASenla de AS de AS de AS de AS Desviacion
medicién del poblacién 1 poblacion 2 poblacion 3 poblacion 4 estandar
trabajo. +0.5 (mg/dl) +0.5 (mg/dl) +0.5 (mg/d) £0.5 (mg/dl)
Poblacion de | (80 *30 nm) (65%20 nm) (110 £30 nm) | Poblacion de
5a50nm 202150 nm
SANA 3.2 34 29 3.6 3.1 3.24+0.27
CON 20.1 19.7 20.1 19.5 20.4 19.9610.36
CANCER DE
MAMA

Tabla 10. Comparativa de los resimenes de calibracion con la medicion original de las
muestras de saliva.

En la tabla 10 se muestra que la reproduccion de la metodologia es buena aun y cuando la
sintesis de NPs-Ag no sean idénticas, dado que la diferencia de resultados en la
concentracion de AS entre una medicion y presenta resultados confiables al traslaparse los

valores medios dentro de las incertidumbres experimental del método.

5.3 Segunda etapa de resultados

En la seccion anterior se establecio estadisticamente la capacidad predictiva y/o para
distinguir entre una mujer sana y una enferma a través de la concentracion del AS presente
en la saliva humana, de sujetos de género femenino. Sin embargo, una prueba de este tipo,
para ser de interés en la practica clinica y de cuidado de la salud, es necesario establecer su
valor predictivo en pruebas de ‘“chequeo” en la poblacion femenma abierta, en lo que en la

terminologia médica se denomina como pruebas de tamizaje.
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Con este propésito en una segunda etapa propuesta para este trabajo, dado los buenos
resultados que se obtuvieron, se realizd un estudio prospectivo desde marzo de 2017 hasta
febrero de 2018 en pacientes remitidos para evaluacion de cribado de cancer de mama a la
Unidad Meédica Especializada en Deteccion y Diagnéstico de Cancer de Mama (UNEME-
DEDICAM) en el municipio de Soledad de Graciano Sanchez, en el estado de San Luis
Potosi, México. De acuerdo con los principios éticos de la Declaracion de Helsinki, se
obtuvo el consentimiento escrito e informado de las personas antes de comenzar el estudio.
Los sujetos voluntarios que participaron fueron seleccionados del grupo de pacientes que
participaron en una mamografia 0 en algunos casos en un estudio de ultrasonido, que el
personal médico los remiti6 para ser sometidos a un estudio subsecuente de biopsia para
descartar tumores malignos dada la presencia detectada de una masa incipientemente
sospechosa en esos estudios previos (aproximadamente el 10% de las mujeres remitidas
para efectuarse la mamografia y/o el ultrasonido). Las muestras de saliva obtenidas se
analizaron para conocer los niveles de AS, previo a conocer el resultado de Ila
histopatologia, para realizar un estudio a ciegas.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la UNEME-DEDICAM. En el cual 164
mujeres fueron evaluadas en el estudio para determinacion de AS en saliva mediante
espectroscopia SERS. El grupo de pacientes cumplié con los siguientes criterios:

Inclusién. Mujeres, sin otro cancer primario, que aceptaron participar en el estudio.
Exclusion: Declinar al no desear participar en el estudio, sujetos con quejas severas de
salud oral (periodontitis o sangrado de las encias), consumo de medicamentos
antiinflamatorios y corticosteroides en los tres meses previos, embarazadas o lactantes.

Las participantes completaron un cuestionario que incluia informacion sobre salud

sisttmica y enfermedades orales. Antes de la recoleccién de saliva, se requeria que cada
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participante realizara una limpieza oral como se propone en la recoleccion de saliva para el
estudio. Posteriormente el proceso de muestra se hizo con la misma metodologia que en la
etapa anterior y de igual manera se midieron las muestras de saliva calibrando diariamente
el AS.

Ciento sesenta y cuatro pacientes que fueron remitidos a una mamografia y / o ecografia se
realizaron, y que posteriormente fueron seleccionados para una biopsia de mama extraida
para examinar un bulto sospechoso en la mama, con edades comprendidas entre 19 y 85
afios (media edad: 49.4 afios + 9.4) participaron en este estudio. Las caracteristicas de los
pacientes que participan en el proyecto se muestran en la Tabla 11. Se puede ver que del
andlisis histologico resultaron 35 pacientes con cancer de mama (edad media y DE 52 +
12,5 afios), y 129 fueron diagnosticados como libres de cualquier tumor (edad media y SD

47 £ 9 afos).

Resultados de PCN; N=129 PCP; N=35

la prueba de U valor p
Mann W hitney

Media + S. Mediana; Media + S. Mediana *
Dev. IQR Dev. IQR
CAS (mg/dL) 6.7+7.3 5.2, 3.7 27.0x149 26.3; 23.1 0.0000
IMC (Kg/m?) 289 +134 26.6; 5.6 28854 284, 6.4 0.2627
Edad 485 + 8.7 47,9 528 +11 52; 125 0.0363

Tabla 11: Pacientes que participaron en pruebas de deteccion de cancer de mama que se sometieron
a una biopsia para determinar el cancer de mama incluido en el estudio. La p representa la
significacion obtenida para los resultados benignos de PCN (pacientes con casos negativos) y PCP
para los resultados de cancer de mama (positivo), segun las pruebas U de Mann Whitney.
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Se realizd una prueba de Shapiro para establecer si las variables medidas son una muestra
de distribuciones normales o no. En la prueba, un nivel de significancia por debajo de p
<0.05 indica que las variables no estan distribuidas normalmente. Esta prueba indicd que
los datos de concentracion de AS no se distribuyen normalmente, y por lo tanto requiere un
analisis estadistico no paramétrico. Por lo tanto, procedimos a evaluar la mediana mas /
menos el rango intercuartilico. Para la comparacion con algunos otros resultados en la
literatura, enlistamos también la media mas / menos una desviacion estandar. Estos datos se
resumen en la Tabla 11 para el parametro relevante que es la Concentracién de AS.

La diferencia entre los medios de concentracion de los pacientes mamogréaficos benignos y
los casos de céncer de mama con diagnostico positivo se evalué mediante una prueba U de
Mann Whitney, que también se ha resumido en la Tabla 11. Se consideré que un valor de
P<0.05 era estadisticamente significativo. La aplicacion de la prueba U de Mann Whitney
respalda la hipotesis de que la expresion de AS que esta presente en la saliva de pacientes
con céncer benigno y de mama es estadisticamente diferente. En la tabla, también es
posible percibir, en primer lugar, que no hay una diferencia significativa en el indice de
masa corporal (IMC) entre los dos grupos de pacientes; y en segundo lugar, que con
respecto a la edad, puede haber una diferencia estadistica entre los dos mismos grupos.
Como este informe se refiere a los pacientes que se someten a un cribado para asistir a un
examen de la posibilidad de CA de mama, este no es un resultado imprevisto, ya que la
probabilidad de aparicion de CA de mama aumenta con la edad del sujeto [49].

La Figura 5.22 muestra la concentracion de acido sialico (CAS) de cada grupo de pacientes.
Indicado en negro, son las CAS de pacientes resultantes de una biopsia benigna o

resultados negativos (BN). En rojos aquellos en los que la histologia indicO cancer de
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mama 0 biopsia positiva (BP), los resultados fueron positivos. El contraste en la

propagacion de los valores de CAS entre BP es inmediatamente evidente en esta figura.
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Figura 5.22 Diagrama de caja de las concentraciones de cido sidlico. Otra vez en rojo: resultados
malignos de la biopsia; negro: resultados benignos de la biopsia de los participantes

La Figura 5.23 muestra el resultado de una Caracteristica Operativa del Receptor o un
analisis de la curva ROC para las concentraciones de acido sialico entre los dos grupos de
pacientes para establecer el umbral adecuado a estos estudios en poblacién abierta de
concentraciones del AS (CAS) que permitan una distinguibilidad estadistica Optima. Como
se sugiere en estadistica, los ejes se eligen en sentido vertical para Sensibilidad (tasa
positiva verdadera) y Especificidad horizontal 1 (tasa positiva falsa). Este analisis realizado
con el programa R-Studio da como resultado que el mejor umbral para diferenciar entre
PCN y PCP corresponde a la CAS 12.6 mg / dl, redondeado a un digito decimal. El area
bajo la curva ROC es del 95% para el limite de CAS propuesto. Este valor corresponde a
una sensibilidad del 80% y una especificidad del 93%. Estos resultados se resumen en la

Tabla 12
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. . Valor Valor
Positivo/Negat Verdad Fal s - o
OSTHVOTVEgativo | ver a-1.eros asfo Sensibilidad | Especificidad Predictivo Predictivo
SAC Positivos Negativos o .
Positivo Negativo
[VP+FP] [VP] [FN] VP/(FN+VP) | VN/(VN+FP) | VP/(VP+FP) | VN/(VN+FN)
35 28 7
. Verdaderos Falsos _ _
Negativos SA Negativos POSItivos 28/(28 + 7)=| 120/(120+9)= 28/(28+9) 120/(120+7)
[VN+FN] [VN] [FP]
129 120 9 80.0% 93.0% 75.7% 94.5%

Tabla 12. Resultado del analisis ROC para sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivos
y negativos. Las pacientes que participaron en las pruebas de deteccion de cancer de mama se

agruparon de acuerdo con los resultados de la biopsia para determinar el cancer de mama
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Figura 5.23. Andlisis de la curva ROC para AS para optimizar el umbral de las concentraciones de
acido sidlico para distinguir entre los resultados de los pacientes con biopsia benigna (negativos) y
los resultados de la biopsia de cancer de mama (positivo).
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Nuestro SERS producido por NP-Ag para la concentracion de AS en saliva, corrobora un
incremento importante del nivel de concentracion media (0 mediana) en sujetos afectados
de céncer en comparacién con los pacientes con resultados negativos. Estos resultados
estan de acuerdo con varios otros investigadores que han abordado el tema de los
incrementos de los niveles de AS en pacientes con cancer de mama, segun lo determinado
en el suero. En el estudio previo de nuestro grupo, comparando los niveles de AS entre
mujeres ya diagnosticadas versus controles sanos, detectadas por SERS en saliva,
informamos para grupos de control elegidos sanos una media de 3.5 £ 1.0 mg / dl y una
media de 185 £ 9.7 mg / dl en el grupo de cancer de mama. Estos nimeros deben
compararse con los obtenidos para los participantes de la poblacion abierta en el proceso de
seleccion, de una media para pacientes no afectados de 6.7 + 7.3 mg / dl y una media de
27.0 £ 14.9 mg / dl. Es necesario sefialar que los niveles medios recientemente establecidos
se obtienen bajo un nuevo corte de CAS determinado en el andlisis ROC de> 12.5mg / dl.

En el momento actual, las pruebas en el cancer de mama para biomarcadores, se han
restringido exclusivamente a detectarlos en el tejido canceroso del tumor extraido como
biomarcadores predictivos. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que la CAS tiene el
potencial de ser un biomarcador Util para detectar el cancer de mama en la poblacion

femenina.
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6. ANALISIS DE LA CONCENTRACION
DE ACIDO SIALICO EN OTRO TIPO DE
CANCER
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6. Analisis de la concentracidén de acido en otro
tipo de cancer.

Dado que el cancer de ovario es el séptimo cancer mas comun en las mujeres en el mundo
[70], [71] y que casi 239,000 casos fueron reportados en 2012; lo cual representa casi el 4
por ciento de todos los casos nuevos de cancer en mujeres, se decidié hacer un estudio
paralelo al Ca de mama enfocandonos en este tipo de cancer.

Este cancer generalmente es mortal, aproximadamente 152,000 muertes en 2012, y es la
octava causa mas comln de muerte por cancer en mujeres en todo el mundo [70], [71]. Esta
tasa de mortalidad inaceptable, provoca la necesidad de tener meétodos de diagndsticos
eficaces y altamente sensibles para examinar a las mujeres que pueden tener evidencia de
cancer de ovario o sintomas que pueden llevar al especialista médico a considerar un
examen clinico adicional del paciente involucrado, para descartar la existencia de ovario
cancer.

El biomarcador més importante que ha demostrado ser un complemento (til para el cancer
de ovario es la proteina CA-125, que se ha descubierto que es producida por mas del 90 por
ciento de los canceres de ovario epiteliales avanzados [72],[73]. Los valores normales van
de 0 a 35 (U / ml). Como resultado, la proteina CA-125 se ha convertido en el marcador
sérico mas evaluado en pruebas de laboratorio para el cancer de ovario.

Un problema importante es que los métodos de deteccion tienden a encontrar una gran
cantidad de casos que son falsos positivos. El uso combinado de ultrasonido transvaginal y
CA-125 da como resultado una mayor sensibilidad para la deteccion de cancer de ovario,
pero a una mayor tasa de resultados falsos positivos[74], [75]. Desafortunadamente, la
malignidad solo se puede evaluar con cirugia. Esto podria conducir a una cirugia
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innecesaria en casos falsos, con el inconveniente adicional de la probabilidad siempre
existente de complicaciones debido a la cirugia, asi como la ansiedad causada por

resultados alarmantes falsos.

Por eso en este trabajo paralelo nuestro principal objetivo fue establecer la utilidad de
monitorear los niveles de AS por SERS a partir de NPs-Ag, en casos sospechosos de cancer
de ovario, agregando asi una pruebas de nivel de AS como complemento para el
diagnéstico de cancer de ovario, junto con el CA-125y el ultrasonido.

Para este estudio, la poblacién para el estudio se tomé bajo los siguientes criterios:

Criterios de inclusion: Pacientes atendidos al servicio de Ginecologia y Obstetricia del
Hospital Central Dr. "Ignacio Morones Prieto" en San Luis Potosi, S.L.P. México
(HCSLP), en el periodo de julio a diciembre de 2017, que fueron diagnosticados por
ultrasonido con masas anexiales tumorales y que fueron programadas para intervencion
quirdrgica, sin tratamiento clinico previo.

Criterios de exclusion: cualquier diagndstico previo de céancer, segundo cancer primario,
embarazo, cualquier enfermedad sistémica o circulatoria, o enfermedad periodontal.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de HCSLP. Se obtuvo el consentimiento
informado por escrito de todos los participantes.

Cincuenta y dos pacientes diagnosticados con masas anexiales programadas para
intervencion quirtrgica, con edades comprendidas entre 25 y 78 afios (promedio: 41,6 afios
+ 17,3) participaron en este estudio. Las caracteristicas de los pacientes que participan en el
proyecto se muestran en la Tabla 13. Se puede ver que el analisis histologico resulté en 37
pacientes con masas anexiales benignas y en 15 pacientes estas masas fueron cancer de

ovario.
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Se realizd una prueba de Shapiro para establecer la normalidad (0 no) en la distribucion de
las variables medidas. En la prueba, un nivel de significancia de p <0.05 indica que las
variables no estadn distribuidas normalmente. Resulta de esta prueba que solo el indice de
masa corporal y la menarquia se distribuyeron normalmente, los datos de AS y CA-125
requieren un analisis estadistico no paramétrico. Dado que la mayoria de las variables son
no paramétricas, procedemos a evaluar la mediana mas / menos del primer y tercer cuartil
(Q1, Q3), que se resumen en la Tabla 13 para los parametros relevantes.

La Figura 6.1 muestra la concentracion de é&cido sialico de cada grupo de pacientes.
Indicado en negro, son la CAS de los pacientes afectados con masa anexial benigna, y en

rojo los que la histologia indicé cancer de ovario.

=
"6’ 40 -1 z.‘, a0 _‘, *
£ fw
~ g
[ E 20 L 3
O 304 S DO AL
‘lt-“' g 10 l
- & il
: = . .
Ty - Benign Malignant
e 20
g .
.

& tee

4 e
% 10 ", .
< e ¥ .
o % o
T 0]
-‘,_, I I

Benign Malignant

Figura 6.1 Gréafico de nubes de la concentracion de acido sialico de cada grupo de pacientes. Rojo:
cancer de ovario; negro: masa anexial benigna. Insertar: diagrama de caja de la concentracion de
acido sialico, nuevamente rojo: cancer de ovario; negro: masa anexial benigna.
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La diferencia entre los medios de concentracion de pacientes con masa anexial benigna y el

diagnéstico positivo de casos de cancer de ovario se evalud mediante una prueba U de

Mann Whitney, también resumida en la Tabla 13. Se considerd que un valor de P<0.05 era

estadisticamente significativo. La aplicacién de la prueba U de Mann Whitney respalda la

hipotesis de que la expresion de AS presente en la saliva de pacientes con lesiones benignas

y cancer de ovario es diferente. El recuadro de la Figura 6.1 muestra la grafica de caja de la

concentracion de acido sialico en ambos grupos.

Resultados de la prueba BAMP; N=37 OCP; N=15
de U Mann Whitney QL Q3 QL | Q3 | Valorp
Media Mediana Media Mediana

CA125 (U/mL) 80.6 34 21 54 [ 1036.3 320 76.6 | 1662 | 0.0003
CAS (mg/dL) 5.1 3.2 2.3 7.3 23.0 27.4 18.6 | 28.5 | 0.0000

Mediana Mediana Valor p
BMI (Kg/m?) 28 25 32 25 23 27 0.0745
Edad de la primera 134 12 15 13 12 14 0.7491
regla

media S.D. media S.D.
Embarazos 1 2 2 3 0.6524
Edad 36.8 15.3 51.2 18.7 0.0148
Post-menopausicas 6 (16.2%) 8 (53.3%)
Menstruaciones 6 (16.2%) 2 (13.3%)
Irregulares
MRI > 200 n (%) 4 (10.8%) 12 (80%) <0.000
1

Tabla 13. Pacientes diagnosticados con caracteristicas de masas anexiales inc

uidas en el estudio.

La p representa la significacion obtenida para la masa anexial benigna de BAMP y los pacientes
afectados de cancer de ovario OCP, segun las pruebas U de Mann Whitney.
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La Figura 6.2 muestra el resultado de una Caracteristica Operativa del Receptor o analisis
de la curva ROC para las concentraciones de acido sidlico entre los dos grupos de
pacientes. Este analisis realizado con el programa R-Studio resulta en que el mejor umbral
para diferenciar las lesiones benignas del cancer de ovario con una CAS> 15.5 mg / dl. El
area bajo la curva ROC es 94.05% para el limite de CAS sugerido. Este valor umbral de
CAS corresponde a una sensibilidad del 80% y una especificidad del 100%. En la figura se
incluye el analisis ROC para el Ca-125. El ejercicio resulta en un area mas pequefa bajo la

curva del 82.52%, en comparacion con el AS.
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Figura 6.2. Andlisis de la curva ROC para SA (y CA-125), para optimizar el umbral de
concentraciones de acido sidlico para distinguir entre pacientes con masa anexial benigna y
pacientes con cancer de ovario.
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La Figura 6.3 se muestra un grafico CA-125 vs AS de las lesiones benignas y cancer de

ovario, (puntos negro Yy rojo, respectivamente). En azul se representan las concentraciones

de corte normalmente sugeridas para el CA-125 (linea discontinua horizontal, 35 U / ml) y

de AS (linea punteada vertical). A partir de la figura, es evidente que la CAS bajo el punto

de corte proporcionado por el analisis ROC tiene un mejor rendimiento que CA-125 para

distinguir entre casos benignos y malignos. Pero con respecto a la deteccion de verdaderos

positivos, CA-125 en este ejercicio perdié solo dos casos positivos, en el limite de 35 U /

ml, frente a 3 para AS, pero a expensas de generar demasiados falsos positivos, 15 de ellos

en este ejercicio, contra ninguno para el AS, bajo el limite de 15.5 mg / dl.
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Figura 6.3. Gréfico de AS y CA-125, para ilustrar como los valores de corte de las concentraciones
de AS y CA-125 distinguen entre pacientes con masa anexial benigna (negro) y pacientes con
cancer de ovario (rojo).
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En la Figura 6.4, presentamos una comparacion entre las sensibilidades, las especificidades,
los valores predictivos positivos (PPV) vy los valores predictivos negativos (NPV) para cada
prueba. La Figura incluye los valores de corte y los intervalos de confianza para cada
biomarcador, asi como para el indice de riesgo de malignidad (MRI) calculado. La Figura

muestra como el AS bajo el valor de corte de 15.5 mg / dl se desempefia tan bien como la

MRI.
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Figura 6.4. Sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo
negativo (VPN) para cada prueba. La Figura incluye valores de corte e intervalos de

conflanza para cada biomarcador, asi como también para el indice de riesgo de malignidad
(IRM).

88



“Determinacion de la concentracion de dcido sidlico como biomarcador para diagnostico de cancer en poblacion femenina”

CAPITULO 7

7. CONCLUSIONES
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7. Conclusiones

En vista de su potencial para la deteccion de AS en la saliva humana, la espectroscopia
Raman puede usarse como un método prospectivo para el diagnostico de cancer de mama.
Utilizando la curva de calibracion obtenida con soluciones acuosas de referencia, este
método se aplicé para determinar la concentracion de AS en la saliva de 106 mujeres sanas
y 100 pacientes con cancer de mama. Hemos encontrado que la concentracién media de AS
en la saliva del grupo control fue de 3.5 £ 1.0 mg / dl (mediana, Q1, Q3: 3.4.2.7,45 mg /
dl) en contraste con el valor promedio de 18.5 £ 9.7 mg / dl en el grupo de cancer de mama
(mediana, Q1, Q3: 16.3, 12.1, 23.3 mg / dl). Este método mostré una sensibilidad del 94%,
una especificidad del 98% y una precision del 92%. Con base en nuestros resultados,
sugerimos que las concentraciones salivales de AS superiores a 7 mg / dl pueden ser
indicativas con una alta probabilidad de presencia de cancer de mama u otras neoplasias.
Creemos que este trabajo ha demostrado el potencial de desarrollar un método versatil
basado en SERS, que puede tener un gran valor en el diagnostico del cancer de mama. La
adopcion por la comunidad médica de la prueba SERS de saliva humana, aprovechando su
simplicidad, su naturaleza no invasiva, su bajo costo y aplicabilidad independientemente de
la edad o la densidad del tejido mamario, tiene el potencial de convertirse en un avance
significativo en el cuidado de la salud de la mujer . Esto puede ayudar a reducir
sustancialmente la mortalidad producida por una de las principales causas de muerte en
todo el mundo de las mujeres.

Los resultados obtenidos con la reproduccién del método en diferentes poblaciones de
nanoparticulas nos arrojan una confiabilidad que serd significativa para implementar esta
técnica como método de diagndstico o tamizaje.
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Encontramos que las concentraciones de AS en saliva por SERS de pacientes afectados de
cancer de mama aumentan con respecto al nivel de AS en sujetos examinados benignos
resultantes, corroborando resultados previos en la literatura, donde la AS se midi6 mediante
métodos de absorbancia convencionales que requieren un extenso procesamiento quimico
de las muestras. La prueba SERS mostr6 una sensibilidad del 80% y una especificidad del
93% con una AS de corte para distinguir entre los casos benignos y los casos de cancer de
12,5 mg / dl segun se establecié a partir de un andlisis de la curva ROC. El método SERS
no requiere la elaboracion quimica de las muestras de saliva, y podria ser util en el
diagnéstico clinico, ya que es altamente sensible, rapido y de bajo costo, el equipo puede
ser portétil y los resultados se pueden obtener en tiempo real.

Finalmente, el método SERS para determinar el nivel de AS en la saliva puede tener el
potencial de evaluar la eficacia del tratamiento. Esto requiere una evaluacion periodica del
CAS después de que se completen las diferentes etapas del tratamiento, una situacion que
debe ser respaldada por estudios posteriores de pacientes afectados bajo tratamiento
médico.

Nuestras mediciones de AS por SERS producidas por citrato de nanoparticulas de plata
reducidas de pacientes con cancer de ovario afectados indican que estos niveles aumentan
con respecto a la mediana del nivel de AS en sujetos con masa anexial, corroborando
resultados previos en la literatura, donde la AS se midi6 mediante absorbancia
convencional métodos que requieren un extenso procesamiento quimico de las muestras. El
umbral para diferenciar entre pacientes con masa anexial benigna y pacientes con cancer de
ovario es CAS> 15.5 mg / dl, a partir de un analisis de curva ROC. Este umbral de nivel AS
0 valor de corte corresponde a una sensibilidad del 80% y una especificidad del 100%.

Nuestros resultados sugieren que los niveles de AS medidos a partir de muestras de saliva
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pueden ser tan buenos predictores como el indice de MRI para la presencia de cancer de
ovario en sensibilidad y valor predictivo negativo y pueden superarlo en especificidad y
valor predictivo positivo.

El método SERS no requiere la elaboracion quimica de las muestras de saliva, y podria ser
util en el diagndstico clinico, ya que es altamente sensible, rapido y de bajo costo, el equipo
puede ser portatil y los resultados se pueden obtener en tiempo real. Por lo tanto, el método
SERS para determinar el nivel de AS en la saliva, se puede utilizar como una prueba
complementaria para diagnosticar la presencia de cancer de ovario, distinguir entre casos de

masa anexial benigna y cancer de ovario y evaluar la eficacia del tratamiento posquirirgico.

92



“Determinacion de la concentracion de dcido sidlico como biomarcador para diagnostico de cancer en poblacion femenina”

Descripcion de Pruebas Estadisticas.

Prueba de U de Mann-Whitney

La prueba de Mann-Whitney se usa para comprobar la heterogeneidad de dos muestras

ordinales. El planteamiento de partida es:

1. Las observaciones de ambos grupos son independientes.

2. Las observaciones son variables ordinales o continuas.

3. Bajo la hipdtesis nula, la distribucion de partida de ambos grupos es la misma: P(X > Y)
= P(Y > X)

4. Bajola hipdtesis alternativa, los valores de una de las muestras tienden a exceder a los

de la otra: P(X>Y)+0.5P(X=Y) >0.5

Para calcular el estadistico U se asigna a cada uno de los valores de las dos muestras su

rango para construir

. ny (ng+1)
u=mnmn, 5 1
n, (n, +1
U, = nmn, :{ ; ) 2

donde n; y n; son los tamanos respectivos de cada muestra; Ry y R; es la suma de los
rangos de las observaciones de las muestras 1y 2 respectivamente.

El estadistico U se define como el minimo de U; y Us.
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Los cdlculos tienen que tener en cuenta la presencia de observaciones idénticas a la hora

de ordenarlas. No obstante, si su nimero es pequeiio, se puede ignorar esa circunstancia.

La prueba calcula el llamado estadistico U, cuya distribucién para muestras con mas de 20

observaciones se aproxima bastante bien a la distribucion normal.

La aproximacién a la normal, z, cuando tenemos muestras lo suficientemente grandes

viene dada por la expresion:

(U= my)
9y

z

Donde my y oy son la media y la desviacion estandar de U si la hipdtesis nula es cierta, y

vienen dadas por las siguientes férmulas:

n,n,

-
4

My=

nn, (n,+n, +1)
12

Prueba Kolmogorov-Smirnov

En estadistica, la prueba de Kolmogdrov-Smirnov (también prueba K-S) es una prueba no
paramétrica que determina la bondad de ajuste de dos distribuciones de

probabilidadentre si.
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El objetivo de esta prueba de bondad de ajuste es sefialar y determinar si los datos
estudiados o mediciones muéstrales provienen de una poblacion que tiene una
distribucién tedrica determinada

Conviene tener en cuenta que la prueba Kolmogérov-Smirnov es mas sensible a los

valores cercanos a la mediana que a los extremos de la distribucidn.

n

_E 1 siy, x<x

n_ 0 alternativa.
=

Para dos colas de estadisticas viene dado por

DY =max(F, x —F x)

D, =max(F x — F, x)

Donde F x es la distribucién presentada como hipétesis.

Prueba de Kruskal-Wallis

En estadistica, la prueba de Kruskal-Wallis (de William Kruskal y W. Allen Wallis) es
un método no paramétrico para probar si un grupo de datos proviene de la misma
poblacién. Intuitivamente, es idéntico al ANOVA con los datos reemplazados por

categorias. Es una extensién de la prueba de la U de Mann-Whitney para 3 o mas grupos.

Ya que es una prueba no paramétrica, la prueba de Kruskal-Wallis no

asume normalidad en los datos, en oposicién al tradicional ANOVA. Si asume, bajo la
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hipétesis nula, que los datos vienen de la misma distribucién. La metodologia a seguir en

la prueba es la siguiente:

- , L niGi7)
1. Elestadistico estd dadopor: K = N —1 —=5———— donde
=1 1-1(TU 7)
e n; es el numero de observaciones en el grupo
» 1;;eselrango (entre todas las observaciones) de la observacion en el grupo

e N es el numero total de observaciones entre todos los grupos

ng
Loy
— _j=4
i - . 7
ny

— N+1 .
s T=——=es el promedio de 7.

N-1n(n+l)

Note que el denominador de la expresion para K es exactamente . Luego.

12 B
K = o ‘igzini (,,,i_ F)z

2. Se puede realizar una correccién para los valores repetidos dividiendo K por 1 —

G (Bt
—E;;—iN—t’) , donde G es el nimero de grupos de diferentes rangos repetidos, y t; es el

numero de observaciones repetidas dentro del grupo ique tiene observaciones
repetidas para un determinado valor. Esta correccidon hace cambiar a K muy poco al

menos que existan un gran nimero de observaciones repetidas.

3. Finalmente, el p-value (valor p) es aproximado por Pr(x;_1 > K).
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Correccién de Bonferroni

En estadistica, la correccion de Bonferroni es uno de varios métodos utilizados para

contrarrestar el problema de las comparaciones multiples.

La prueba de hipdtesis estadistica se basa en el rechazo de la hipdtesis nulasi la
probabilidad de que los datos observados bajo la hipdtesis nula sean bajos. Si se prueban
multiples hipdtesis, aumenta la posibilidad de que se produzca un evento raro y, por lo

tanto, aumenta la probabilidad de que se rechace incorrectamente una hipdtesis nula.

La correccion de Bonferroni compensa ese aumento probando cada hipétesis individual en
un nivel de significancia de a m, donde e es el nivel alfa global deseado y i es el

nuimero de hipédtesis.

Coeficiente de correlacion de Spearman

En estadistica, el coeficiente de correlaciéon de Spearman,pes una medida de
la correlacidn (la asociacién o interdependencia) entre dos variables aleatorias (tanto
continuas como discretas). Para calcular p, los datos son ordenados y reemplazados por su

respectivo orden.

El estadistico p viene dado por la expresion:

6 D?

=1——
e N(NT—1)

donde D es la diferencia entre los correspondientes estadisticos de orden de x - y. N es el

nuimero de parejas de datos.
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Se tiene que considerar la existencia de datos idénticos a la hora de ordenarlos, aunque si

éstos son pocos, se puede ignorar tal circunstancia.

Para muestras mayores de 20 observaciones, podemos utilizar la siguiente aproximacion a

la distribucion t de Student

0
(1—p*) (n—2)

La interpretacion de coeficiente de Spearman es igual que la del coeficiente de correlacion
de Pearson. Oscila entre -1 y +1, indicdndonos asociaciones negativas o positivas

respectivamente, 0 cero, significa no correlacién pero no independencia.

Test de Shapiro-Wilk

En estadistica, el Test de Shapiro—Wilk se usa para contrastar la normalidad de un
conjunto de datos. Se plantea como hipdtesis nula que una muestra x, ..., X, proviene de
una poblacion  normalmente distribuida. Fue publicado en 1965 por Samuel
Shapiro y Martin Wilk. Se considera uno de los test mas potentes para el contraste de

normalidad.

El estadistico del test es:

_( fEiax )?

(= %)?

donde
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e x, (con el subindice i entre paréntesis) es el nimero que ocupa la i-ésima posicién en
la muestra (con la muestra ordenada de menor a mayor);
e x=(X1+...+Xx,)/neslamedia muestral;

e las variables g; se calculan

_ mf L
U (mTV -y ~tm)t 2
donde
m = (my, ... Jmn)T

siendo m4, ..., m, los valores medios del estadistico ordenado, de variables aleatorias
independientes e idénticamente distribuidas, muestreadas de distribuciones

normales. V es la matriz de covarianzas de ese estadistico de orden.

La hipétesis nula se rechazara si W es demasiado pequeio. El valor de W puede oscilar

entre Oy 1.

Interpretacidn: Siendo la hipotesis nula que la poblacién esta distribuida normalmente, si
el p-valor es menor a alfa (nivel de significancia) entonces la hipétesis nula es rechazada
(se concluye que los datos no vienen de una distribucién normal). Si el p-valor es mayor a

alfa, no se rechaza la hipétesis y se concluye que los datos siguen una distribucion normal.

La normalidad se verifica confrontando dos estimadores alternativos de la varianza o

e un estimador no paramétrico al numerador, y

e un estimador paramétrico (varianza muestral), al denominador.
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