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1. OBJETIVOS

1.1 Objetivo General

Realizar una revision bibliogréfica en relacion a la importancia que tiene la medicion

de la temperatura en los sistemas bioldgicos y su aplicacion en la biomedicina.

1.2 Objetivos Particulares

Discutir el concepto de nanotermometria y como puede ser aplicado para medir la
temperatura de sistemas celulares en la nanoescala.

Revisar las principales limitaciones que ofrecen los nanotermdmetros
actuales cuando se utilizan en aplicaciones biol4gicas.

Describir las caracteristicas de una sonda ideal para ser usada en
aplicaciones biomédicas.

Discutir por qué los nanodiamantes obtenidos por detonacion son candidatos
ideales para aplicaciones biomédicas.

Discutir la posibilidad de utilizar estos nanodiamantes como
nanotermdmetros en sistemas hioldgicos.

Discutir como la medicién de la temperatura podria ayudar a diagnosticar la

presencia de células malignas.



2. RESUMEN

El objetivo principal de este trabajo fue el de llevar a cabo una exhaustiva revision
bibliografica para describir la importancia de la medicion de la temperatura de
organos y tejidos de sistemas biolégicos usando nanodiamantes y discutir sus
posibles aplicaciones en el diagndstico y el tratamiento de enfermedades como el
cancer. De acuerdo con la informacién revisada, el éxito de la exploracion y los
estudios en el campo de la biomedicina han demostrado que estos nanomateriales
son totalmente biocompatibles. Estas particulas en la nanoescala tienen
dimensiones similares a las de la mayoria de los sistemas biol6gicos y poseen
propiedades fisicas, quimicas y 6pticas excepcionales. Los avances recientes en la
sintesis y disefio de este tipo de materiales sugieren su uso potencial como sondas
en la deteccion y tratamiento de enfermedades tales como cancer. Se encontrd que
los nanodiamantes que posee una excelente capacidad de modificacion de
superficie y una elevada biocompatibilidad. Ademas de ser compatibles con el
cuerpo humano, los nanodiamantes se pueden utilizar como sensores de radiacion.
En este informe se revisO la capacidad de los nanodiamantes para ser utilizados

como nanotermémetros para medir en sistemas bioldgicos.



3. INTRODUCCION

La temperatura es una variable termodinamica fundamental cuya medicion es de
vital importancia tanto para la investigacién cientifica como en las distintas
aplicaciones tecnoldgicas relacionadas con ella. Alrededor del 75-80% del mercado
de sensores en el ambito mundial se encarga de desarrollar dispositivos que
permitan medir dicha magnitud fisica. La medicibn de la temperatura en la
nanoescala representa un problema cientifico y de ingenieria enorme. Se deben
tomar en cuenta tanto la presencia de transferencias de calor inesperadas como la
dindmica de confinamiento en las areas de medicién en estas dimensiones. La
resolucion espacial de los perfiles de temperatura en dispositivos electrénicos y
biologicos se exige que sea cada vez mayor. La medicion de la temperatura
localizada dentro de una célula y en volimenes menores a 10 m® ha llegado a ser
la verdadera frontera tecnoldgica.

El desarrollo de termdmetros capaces de operar dentro de las constricciones
espaciales del mencionado medio nanométrico debe promoverse haciendo uso de
modulos de medicién precisos dentro de la escala nanométrica que puedan a su vez
ser utilizados en aplicaciones bioldgicas. Esta empresa requiere de materiales con
propiedades fisicas, quimicas y épticas novedosas, debido al hecho de que todos
los parametros fisicoquimicos y termodindmicos se ven alterados dramaticamente
en la nanoescala.

Se hace evidente, al menos en principio, que la temperatura celular interna
de una célula maligna se vera incrementada debido a la alta actividad metabdlica
comparada con aquélla de una célula sana. Por lo tanto, la temperatura celular
interna podria utilizarse como una forma de diferenciar entre una célula cancerosa y
una sana a través de una imagen térmica.

El objetivo primordial de este trabajo es el de investigar en el acervo
bibliografico existente la posibilidad de utilizar los nanodiamantes obtenidos por
detonacion como nanotermOmetros para ser utilizados en aplicaciones biomédicas
especialmente en aquéllas que puedan utilizarse en el diagnéstico oportuno y

tratamiento de enfermedades relacionadas con el cancer.



4. LA MEDICION DE LA TEMPERATURA EN LOS SISTEMAS BIOLOGICOS

Los problemas en la interfase entre la biologia y la fisica ofrecen oportunidades
Unicas para los cientificos de hacer contribuciones cuantitativas a las ciencias
biolégicas. Hasta ahora, los principales objetivos de las ciencias que estudian a los
sistemas biolégicos se basan en establecer aspectos de la transformacién de la
energia en organismos vivos, las macromoléculas de las que estan hechos y el

ambiente en el que estos seres vivos florecen?.

De alguna manera, los cientificos que trabajan en la frontera biologica de la
fisica solo estan obteniendo indicios de la inmensa bastedad de interacciones
existentes entre los fendmenos bioldgicos y los principios fisicos que los alientan?. El
estudio de la materia viva representa un universo lleno de sorpresas aun por
descubrir, que lejos de desilusionarnos, nos anima a encontrar nuevas formas de
alcanzar su entendimiento a través del uso de un alcance cada vez mas inclusivo de

diversas disciplinas cientificas.

4.1 La Medicion de la Temperatura

Existen diversos fendbmenos que son influidos por la temperatura y que son

utilizados para medirla:

e Variaciones en volumen o estado de los cuerpos (sélidos, liquidos o gases).
e Variacion de resistencia de un conductor (sondas de resistencia).
e Variacion de resistencia de un semiconductor (termistores).
e Fuerza electromotriz creada en la union de dos metales distintos
(termopares).
e Intensidad de radiacion total emitida por el cuerpo (pirémetros de radiacion).
e Otros fendmenos utilizados en laboratorio (velocidad de sonido en un gas,
frecuencia de resonancia de un cristal etc.).
De este modo se emplean los instrumentos siguientes:
Termometros de vidrio, termdmetros bimetalicos, elementos primarios de bulbo y
capilar rellenos de liquido, gas o vapor, termémetros de resistencia, termopares,
pirbmetros de radiacion, termometros ultrasonicos, termOmetros de cristal de

cuarzo®.



En 1593, Galileo Galilei inventé el primer termdémetro, el cual consistia en un bulbo
situado en el extremo superior de un tubo de vidrio; el extremo inferior iba dentro de

un depdsito con agua* (ver figura 1).
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Figura 1. Termoscopio de Galileo Galilei. El termoscopio estaba formado por un
balon de vidrio hueco y un tubo soldado a éste. Se calentaba la bola de vidrio con
las manos y el extremo del tubo se sumergia en agua contenida en una especie de
vaso. Una vez enfriada la bola al retirarle las manos. El agua ascendia y marcaba la
temperatura.

Fuente: http://blogs.ua.es/galileogalileo, 2011.

Con el tiempo los médicos disefaron varios dispositivos para medir la temperatura,
todos ellos basandose en el hecho experimental de los liquidos y los gases se
expanden con el aumento de la temperatura. Pero estos primeros termoémetros
carecian de uniformidad, de modo que era dificil comparar las temperaturas.

En diferentes casos podemos escoger cantidades observables adecuadas
para describir el comportamiento del sistema. A estas cantidades que son
propiedades globales del sistema a medidas por operaciones de laboratorio, las
clasificaremos como macroscoépicas en aquellos procesos en los cuales interviene el
calor, las leyes que relacionan las cantidades macroscépicas adecuadas (que son,
entre otras, la presion, el volumen, la temperatura, la energia interna y la entropia)
forma la base de la ciencia de la termodinamica. Mucha de las cantidades
macroscopicas (por ejemplo, la presion, el volumen y la temperatura) estan
asociadas directamente con las presiones sensoriales por otra parte podriamos

adoptar un punto de vista microscopico en ese caso tendriamos que considerar a las


http://blogs.ua.es/galileogalileo

cantidades que describen a los atomos y a las moléculas que constituyen el sistema,
como sus velocidades, sus energia, sus masas, momentos cinéticos, su
comportamiento durante las colisiones, etc.

Una manera mas formal, y tal vez mas fundamental, de expresar la ley cero
de la termodinamica es: existe una cantidad escalar, llamada temperatura, que es
una propiedad de todos los sistemas termodindmicos (en estado de equilibrio), tal
que la igualdad de la temperaturas es una condicion necesaria y suficiente para que
exista el equilibrio térmico (ver figura 2). Este enunciado justifica el uso de la
temperatura como variable termodinamica; la formulacion anterior es el corolario de
este nuevo enunciado. Hablando con poco rigor, la parte esencial de ley cero es:

existe una cantidad til llamada temperatura®.

---__--'"“ ‘-"'--------"'-'u\l
L = - “
4 Emna (energia del medio ambiente) “‘
1 L]
\ L
“; SISTEMA ———> pierde ‘,‘
‘ <+ ana '
: Ea‘: = Z E| g :
', {Energla acumulada) :
] [ ]
] r
' ;
'~‘ ENTORNO o MEDIO AMBIENTE ‘,'

Figura 2. Ley cero de la termodinamica. Esta ley enuncia que cuando dos cuerpos
estan en equilibrio térmico con un tercero, se encuentran en equilibrio térmico entre
si. De este principio se puede inferir el concepto de temperatura.

Fuente: http://cienciaparatodosrd.blogspot.mx/, 2011.

4.2 Definicién Termodinamica de la Temperatura

La temperatura termodinamica es una medida absoluta de la temperatura y es uno
de los principales parametros de la termodinamica. La temperatura termodindmica
es una escala absoluta porque representa la medida de la caracteristica
fundamental subyacente de la temperatura: su nulidad o punto cero, el cero

absoluto, temperatura a la cual las particulas constituyentes de la materia poseen un


http://cienciaparatodosrd.blogspot.mx/

movimiento minimo y no pueden enfriarse mas’®.

La temperatura surge de las vibraciones submicroscépicas aleatorias de las
particulas constituyentes de la materia. Estos movimientos constituyen la energia
cinética de una sustancia. Mas especificamente, la temperatura termodinamica de
cualquier cantidad en bulto de materia es la medida de la energia cinética media de
una cierta cantidad de movimiento vibracional de sus particulas constituyentes
llamada movimientos translacionales. Los movimientos translacionales son
movimientos ordinarios, de cuerpo completo y en el espacio tridimensional por el
cual las particulas se mueven e intercambian energia en colisiones. En el punto nulo
de la temperatura termodinamica, los constituyentes de la materia poseen un
movimiento minimo, permaneciendo solamente su movimiento cuantico-mecanico®
(ver figura 3).

Hablando estrictamente, la temperatura de un sistema esté bien definida solo
si sus particulas (atomos, moléculas, electrones, fotones, etc.) estan en equilibrio, de
tal forma que sus energias obedezcan una distribuciéon de Boltzmann (o su
contraparte mecanico-cuantica). Existen muchas escalas de temperatura posibles,
derivadas de una gran cantidad de observaciones y fendmenos fisicos. La
temperatura termodindmica puede decirse que posee propiedades especiales y en
particular puede ser definida de manera peculiar al considerar la eficiencia de
maquinas térmicas ideales. Asi pues, la relacion de temperaturas T2/T: de dos
temperaturas T1y T2 es el mismo en todas las escalas absolutas.

La extensién a la cual la energia cinética del movimiento translacional de un
atomo individual o molécula en un gas contribuye a la presion y al volumen de dicho
gas es una funcion proporcional de la temperatura termodinamica como lo establece
la constante de Boltzmann (kg). La constante de Boltzmann también relaciona la
temperatura termodinamica de un gas con la energia cinética media del movimiento

translacional de una particula individual como sigue:
E = Ekgr
2
donde E es la energia cinética media expresada en joules,
ks = 1.38x10% J/K,
T es la temperatura termodinamica en K.

Una vez definida la eficiencia de una maquina de calor de Carnot, el teorema

de Carnot, el teorema de Claussius y un poco de algebra tenemos:
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Figura 3. El condensado de Bose-Einstein.
El condensado de Bose-Einstein es el estado de agregacién de la materia que se da
en ciertos materiales a muy bajas temperaturas. La propiedad que lo caracteriza es
gue una cantidad macroscépica de las particulas del material pasan al nivel de
minima energia. Enfriando a&tomos de rubidio a menos de 170 milmillonésimas de
grado sobre el cero absoluto hizo que los atomos individuales de condensar en un
"superatomo" comportarse como una sola entidad.

Fuente: National Institute of Standards and Technology, 1995.
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1
T dE
con S, una funcion de la energia S(E) denominada entropia,

y E la energia del sistema,

Esta expresion indica claramente que el inverso de la temperatura
termodinamica es la razén del incremento de la entropia con la energia.

La temperatura es una variable termodinamica fundamental cuya medida es
crucial en un sinnimero de investigaciones cientificas y de avances tecnolégicos. El
desarrollo de sensores de temperatura representa en la actualidad el 75%-80% del
mercado de sensores en todo el mundo. Los termdmetros tradicionales llenos de
liquido y bimetalicos, termopares, pirometros, y termistores generalmente no son
adecuados para medir la temperatura en las escalas por debajo de 10 mm. Esta
limitacion intrinseca ha alentado el desarrollo de nuevos termémetros sin contacto,
exactos, con precisibn micrométrica y nanométrica: un tema de investigacion cada

vez mas exigente®.


http://es.wikipedia.org/wiki/Macrosc%C3%B3pico

4.3 Importancia de la Medicién de la Temperatura en los Sistemas Bioldgicos

Los mecanismos que se encuentran en los seres vivientes son, en general,
sumamente complejos y no pueden definirse exclusivamente por los parametros que
caracterizan a un sistema fisico termodinamico. Este resulta sumamente sencillo en

comparacion a los sistemas biologicos.

Los fendmenos que se producen en un organismo viviente, destinados a un
fin especifico, constan de una serie de reacciones que se suceden una tras otras, a
una cierta temperatura, y a esta serie de reacciones se denomina cadena. No
siempre se conocen bien todos los eslabones de esta cadena y la forma de
interaccion entre unas y otras, ademas, la velocidad total queda definida por la
constante de velocidad de la reaccion mas lenta.

En los organismos vivientes, las reacciones mas frecuentes son irreversibles
y ademas no son hechas en condiciones adiabaticas (sin intercambio térmico con el
medio que rodea al sistema), de tal modo que la aplicacién de las leyes de la
termodinamica se limita bastante, y su aplicacién sobre la base de analogias con
sistemas simples no es valida, ya que el numero de observables a considerar es
muy grande y deben tenerse en cuenta todas y cada una de ellas. En un sistema
simple, como un gas puro, debemos considerar P, V, T y definimos
termodinamicamente al sistema, pero esto no es aplicable estrictamente a un

sistema biol6gico™®.

De todos modos, si podemos aplicar lo visto al estudio de la reaccién entre
una o mas etapas de una cadena de reacciones, siempre y cuando se conozcan las
observables, lo que no es posible en todos los casos.st»Pero debemos tener
presente, que tanto el primero como el segundo principio de la termodindmica se

cumplen estrictamente en los seres vivientes (ver figuras 4 y 5)**.



Energia (ATP)

Nutrientes

Figura 4. La primera ley de la termodindmica en la célula. Segun la primera ley de la
termodinamica, la energia no se crea ni se destruye, sélo se transforma. Esto se
verifica en cada transferencia de energia en los seres vivos. Los productores captan
la energia solar transformandola en energia quimica, parte de la cual sera
transferida a los consumidores y de estos a los descomponedores que la utilizaran

para realizar sus funciones vitales. Fuente: cancer-atoz.com, 2012.

Todas las transformaciones en los sistemas biologicos tienen lugar a presion y
volumen préacticamente constante y, ademas, dado que la temperatura en los
animales de sangre caliente es significativamente constante es practicamente todos
sus puntos, no pueden existir transformaciones de calor en trabajo, o sea, los
organismos vivientes no se comportan como maquinas térmicas sino como

maquinas quimicas?.

En general, la medicion de la temperatura en sistemas vivos representa una
serie de obstaculos en la interfase entre la fisica y la biologia. Podemos mencionar
tres grandes inconvenientes en la obtencion de datos térmicos en sondas bioldgicas:
primero, la energia y las escalas de longitud a las cuales operan las maquinas
biol6gicas son intrigantes ya que se
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Figura 5. La segunda ley de la termodinamica en la célula. La segunda ley postula
gue durante los procesos de transformacion de energia se produce un paso de un
estado de baja entropia (poco desorden) a otro de mayor entropia (mayor
desorden). Asi, la energia utilizada por los seres vivos se transforma en calor, que
se disipa y sale del ecosistema sin poder volver a ser utilizado como fuente

energética.

Fuente: http://catalog.flatworldknowledge.com/, 2012.

encuentran dentro de un régimen donde las curvas de energia vs. longitud para una
serie de fendbmenos convergen. Segundo, los problemas en la biologia son
problemas de muchos cuerpos, en particular los orquestados para el ensamble
macromolecular dentro de la célula. Por ultimo, se hace patente la necesidad de una
teoria de dindmica bioldgica que respete no solo el caracter de muchos cuerpos de

los sistemas bioldgicos, sino también su operacion ajena a sistemas en equilibrio.

4.3.1. Diagnostico de Padecimientos Relacionados con la Temperatura



La termografia médica es un proceso preciso de toma de fotografias que produce
imagenes térmicas infrarrojas digitales del cuerpo humano. Es un procedimiento no
invasivo que mide el calor en la superficie de la piel. Esta herramienta tecnolégica
utiliza una cédmara de alta definicion especialmente disefiada y un programa
computacional para el procesamiento de las imagenes térmicas infrarrojas (ver
figura 6). Por medio del uso de un escaner, la emisién de radiacion infrarroja es
convertida en imagenes policromas que pueden observarse en un monitor y cada

grupo de imagenes reflejadas se conoce como termograma.

El mapa de color usado para visualizar el patron de emisién cubre 16 colores
distintos sobre 8 grados Celsius (siendo éste el rango de temperaturas tipico en el
cuerpo humano). Los colores en la imagen producida por los termogramas no son
tan importantes como los patrones térmicos y los diferenciales de temperatura en la
deteccién de cambios fisiol6gicos que puedan presentarse durante el proceso de

diagnéstico de alguna enfermedad (ver figura 7).

La imagenologia térmica infrarroja digital (DITI por sus siglas en inglés),
posee numerosas aplicaciones clinicas entre las que se pueden mencionar: la
deteccion temprana de cancer de mama'?, vigilancia de los cambios de la salud
general, vigilancia del proceso de sanacion de una lesién, vigilancia de la fiebre en
padecimientos relacionados con HIN1 y SARS*? hipervascularidad del glande del

pene’d, entre otros.

El mantenimiento de la estructura celular y el crecimiento de las células
requieren un gran numero de reacciones metabdlicas y de sintesis: un grupo
complejo de mecanismos se necesita, de hecho, para regular las distribuciones
altamente heterogéneas y los flujos de materia y energia dentro de la célula. En
general, las macromoléculas biolégicas promueven las reacciones bioquimicas del
metabolismo, sintesis y transporte activo de proteinas dependiente de energia. Esta
clase de biomoléculas tipo nano-maquinas es tremendamente diversa, no solo en
términos de su composicion monomérica sino también con respecto a su actividad
bioguimica. No es una exageracion decir que las proteinas son lo que realmente
importa en cuanto a las propiedades fisico-quimicas y la existencia de una célula ya
gue las proteinas hacen todo el trabajo. Ademas, para la catdlisis de una gran
cantidad de reacciones bioquimicas, las proteinas también le confieren a la célula su

forma y determinan sus propiedades mecanicas (ver figura 8).



Figura 6. Equipo de termografia usado en el diagnéstico de manos. El técnico
apunta la camara de termovision a las manos de un paciente del sexo masculino
para diagnosticar algun trastorno o lesién. El termograma a la derecha se muestra

en la pantalla de una computadora para su analisis ulterior.

Fuente: Science Photo Library, 2012.

Figura 7. Termograma diferencial para la deteccion de cancer de mama.

Fuente: ANIS, 2012.



Figura 8. El modelo de mosaico fluido y la estructura de capas de la membrana
plasmatica de células eucariotas. La membrana plasmatica es un mosaico de
diferentes tipos de proteinas (generalmente glicoproteinas) embebidas en una
bicapa de fosfolipidos. El conjunto se mueve en el plano de la membrana como si
fuera un fluido.

Fuente: www.educared.com, 2012.

Los cambios de temperatura son uno de los muchos estreses que experimenta un
organismo, desde bacterias hasta plantas y animales, esto hace que la temperatura
sea una de las sefiales ambientales bajo una constante vigilancia en las células
vivas. Son varios los problemas que surgen al exponer una célula a un cambio
brusco de temperatural4, primeramente, la fluidez de la membrana cambia, esto
afecta muchas funciones vitales relacionadas con la membrana. Segundo, la
topologia de los acidos nucleicos serd afectada causando cambios en procesos
tales como la transcripcion y la traduccion. Finalmente, la funcién proteica se ve

afectada tanto estructural como cataliticamente.

Las células vivas requieren de dispositivos para medir la cambios en la
temperatura ambiente para poder adaptarse a sus procesos bioquimicos de una
manera apropiada. Una respuesta adaptativa exitosa a cambios de temperatura no
puede llevarse a cabo por medio de cambios correspondientes en la velocidad y el
equilibrio de reacciones enzimaticas solamente. Para tratar apropiadamente con la
variacion térmica, los organismos vivos necesitan una deteccion de alteraciones de

temperatura y trasladar esta detecciéon a una respuesta genética®®.



4.4 Dafo Térmico a Nivel Celular: Células Sanas versus Células Malignas

Una de las principales propiedades de las células que se ven modificadas por la
temperatura es la velocidad de su crecimiento. La velocidad de crecimiento se
incrementa al aumentar la temperatura hasta un valor maximo después del cual se
inhibe agudamente. En la region hipertérmica por arriba de la temperatura de
crecimiento maximo, existen tres respuestas celulares significativas cuando se usa
terapia térmica, éstas son: citotoxicidad, radiosensibilizacion y termotolerancia.
Estos cambios a nivel celular deben ser debido a alteraciones en los caminos
moleculares inducidos por la temperatura?®.

El mecanismo preciso mediante el cual el calor mata a las células no se
conoce con certeza a pesar de décadas de investigacion cientifica y médical’. A
pesar de esto, existe una opinidn generalizada de que la muerte celular se presenta
por la presencia de una desnaturalizacion térmica de estructuras criticas en la
célula®, La muerte celular por debajo de temperaturas de 8°C aumenta a medida
que la temperatura baja, este proceso es denominado hipotermia®®. La hipertermia
clasica utiliza temperaturas que van desde los 42 hasta los 45°C por periodos de 30
a 60 minutos para causar dafio celular irreversible®®. A medida que la temperatura
tisular se eleva a los 50°C, el tiempo necesario para alcanzar dafio celular
irreversible decrece exponencialmente. La desnaturalizacién de las proteinas ocurre
y conduce a irremediablemente a la muerte celular. El agua del tejido se vaporiza
entre los 100 y los 300°C. Ademas, la carbonizacién, la calcinacion, y la generacion
de humo ocurren entre los 300 y los 1000°C*212223 (yedse tabla 1 para mas
detalles).

El dafio tisular provocado por el calor ocurre en dos fases distintas. La fase
inicial es un dafio directo por calor que es predominantemente determinado por el
total de la energia aplicada al tumor, a la propia biologia del tumor y al
microambiente donde se desarrolla dicha tumoraciéon®. El mecanismo de dafio
térmico directo involucra interacciones complejas dentro del tejido tumoral a niveles
celulares y sub-celulares. La membrana celular parece ser el componente mas
vulnerable al dafio por calor. Estudios in vivo® e in vitro?®demuestran que las células

tumorales son destruidas a menor temperatura que las células normales.

La segunda fase se refiera a un dafio térmico indirecto después de la
aplicacion de hipertermia focalizada. Este procedimiento produce una progresion en

el dafio al tejido en contacto con el calor. Este deterioro podria involucrar un balance



entre diferentes factores que incluyen dafio microvascular, dafio por isquemia-

reperfusion, induccion de la apoptosis, activacion de las células Kupffer, expresion

alterada de la citoquina, y modulacion de la

Tabla 1. Efectos de la temperatura sobre el tejido bioldgico.

humo

Intervalo de Tiempo Efectos fisicos Efectos biol6gicos
temperatura requerido
(°C)

<-50 > 10 min Congelamiento. Destruccion celular
Menos completa.
permeabilidad.

30-39 Sin limite Sin cambios. Menor perfusion
sanguinea, menor
metabolismo celular,
muerte hipotérmica.

40-46 30-60 min Cambios en las | Mayor perfusion, induccién
propiedades Opticas | de termotolerancia, muerte
del tejido. hipertérmica.

47-50 > 10 min Necrosis, Desnaturalizacion
coagulacion. proteica.

>50 Después de | Necrosis, Muerte celular.

2 min coagulacion.

60-140 Segundos Coagulacion, Desnaturalizacion

ablacion. proteica, ruptura de la
membrana, encogimiento
celular.

100-300 Segundos Vaporizacion. Encogimiento celular vy
vaporizacion extracelular.

>300 Fracciones | Carbonizacion, Carbonizacion

de segundo | generacion de

Fuente: Habash et al., 2006.

respuesta inmune. Los efectos del calor dependen de la temperatura tisular que se

alcance, que a su vez se determina por la cantidad de energia aplicada, la tasa de

remocion del calor y la sensibilidad térmica especifica del tejido tratado?’.




Los principios fundamentales y los aspectos de ingenieria relacionados con
los mecanismos de calentamiento se pueden encontrar en una serie de excelentes

articulos?8.29:3031 y |iprog323334.35,

4.4.1 La Respuesta Fisiologica del Tejido al Calor

El calor causa numeroso cambios sutiles en la fisiologia tisular tales como mayores
perfusiobn sanguinea, permeabilidad vascular y actividad metabdlica. EI parametro
fisiolégico de mayor importancia en este contexto es el flujo sanguineo. Cuando
cualquier tejido se calienta, la sangre es uno de los principales vehiculos que disipan
en calor, por lo tanto, el suministro de sangre hacia el tejido tendra una influencia
significativa en la habilidad para poder calentar sistemas tisulares®. Entre menor
sea la tasa de flujo sanguineo, mas fécil sera calentar el tejido. A pesar de que los
tumores solidos pueden tener valores de flujo sanguineo mayores que ciertos tejidos
sanos, los suministros de sangre de los tumores suelen ser primitivos y caéticos, lo
gue resulta en regiones carentes de nutrientes, bajas en oxigeno y altamente
acidificadas, y las células que se encuentran bajo estas condiciones adversas

generalmente son mas sensibles a los efectos citotéxicos del calor®’.

La toxicidad generada por calor durante la terapia térmica por lo general es
muy baja. Burns relaciona la toxicidad tipica asociada con la terapia térmica con una
baja incidencia que puede ser corregida por diversas técnicas de calentamiento®.
Los dafios principales relacionados con la terapia térmica son debido al incremento
en la temperatura del cuerpo o de cierta regién organica especifica. La regulacion
de la temperatura del cuerpo es critica en los humanos ya que numerosas
estructuras celulares y caminos metabdlicos se ven afectados por cambios
repentinos de la temperatura. La temperatura del cuerpo varia entra los 36 y los
38°C, pero podria incrementarse durante, por ejemplo, la actividad fisica vigorosa o
la humedad ambiental. Normalmente, en una persona sana, esta temperatura suele
subir hasta los 39°C. Los humanos disipamos el calor a través del incremento en el
flujo sanguineo y en la sudoracién sobre la mayoria de la superficie del cuerpo®. La
mayoria de las personas sanas pueden tolerar una temperatura corporal de hasta
40°C cuando se encuentran adecuadamente hidratadas. A temperaturas mayores

(42-43°C) comienza la muerte celular.



Los mecanismos biomoleculares de los efectos sobre la salud que tiene el
calor se encuentran aln bajo escrutinio. Un aumento de la temperatura resulta en un
mayor movimiento de las moléculas en las células, los tejidos y el organismo en
general. Este incremento en la movilidad a su vez incrementa la velocidad de las
reacciones quimicas. Si las velocidades de las reacciones en los pasos de un
camino metabdlico se salen del equilibrio, el metabolismo podria alterarse. Las
energias de activacion de las reacciones metabdlicas son bajas, del orden de 3-20
Kcal/mol. Para una exposicion corta al calor, el desbalance metabdlico podria ser
transitorio y por lo tanto seria improbable que se presentara un dafio permanente.
Sin embargo, periodos largos de desbalance metabdlico podrian causar dafios
permanente irreversibles, aunque no existe ninguna evidencia cientifica que valide

esta hipotesis®.

4.4.2 Las Respuestas Celulares al Calor

Se han encontrado numerosos marcas celulares que se ven afectadas cuando se
incrementa la temperatura, como la actividad celular en general, la velocidad de
crecimiento, las membranas, el citoesqueleto, la sintesis de macromoléculas, los
ciclos celulares, la regulacion de funciones moleculares como la apoptosis y la
reparacion del ADNA#°414243  Otro dafio potencial debido a la hipertermia es la
activacion de la muerte celular programada tanto en células normales como

tumorales®?.

La velocidad de crecimiento celular se incrementa al subir la temperatura
hasta un valor maximo después del cual el crecimiento celular se inhibe*:. En la
region hipertérmica por encima de la temperatura de crecimiento maximo, existen
tres respuestas celulares significativas: citotoxicidad, radiosensibilidad y
termotolerancia**>. Estos cambios por lo general involucran inhibicion en las
sintesis de ADN, ARN y proteinas**. Mientras que la inhibicion en la sintesis proteica
se promueva a altas temperaturas, a temperaturas moderadas y después de regresa
a una tasa de crecimiento normal, se activan las proteinas del choque térmico (HSP,
del inglés Heat-Shock Protein)*®. Este Gltimo evento esté estrechamente relacionado
con la induccién de termotolerancia. El papel de estas proteinas en enfermedades

neurodegenerativas y la supresion de apoptosis neuronal ha sido documentado*’#8.



4.5 Terapias Térmicas Actuales Enfocadas al Tratamiento del Cancer

La terapia térmica es implementada en la actualidad como una alternativa, con
invasion minima, a la cirugia tradicionales el tratamiento de enfermedades benignas
y céncer, asi como para reparar heridas deportivas y reformacién o modificacion de
tejido®®. La ablacion térmica, la coagulacion térmica, la hipertermia y la termoterapia
son términos que a menudo se usan para describir el uso de calor para modificar

directamente o destruir tejido maligno®* (ver figura 9).

* 40-41°C/6-
72 h

Diatermia

Ablaciéon
Térmica

Hipertermia
Moderada

e 47)-
45°C/15-60
min

Figura 9. Intervalos de temperaturas utilizados tipicamente en las distintas terapias

térmicas para modificar y/o destruir tejido maligno.

Fuente: Habash et. al., 2006.

4.5.1 Técnicas Hipertérmicas



La hipertermia es un método para el tratamiento del cancer que se ha utilizado
histéricamente®. Muchos médicos griegos y romanos pensaban que si ellos
pudieran controlar la temperatura corporal podrian curar todas las enfermedades.
Esto incluia al mismo céncer, con la patologia del desarrollo tumoral habiendo sido

descrita en la literatura griega®®.

El primer articulo sobre hipertermia fue publicado en 1886°2. De acuerdo con el
autor, el sarcoma presente en el rostro de una paciente de 43 afios se curo por la
presencia fiebre por una erisipela. Westermark utilizd una circulacion de agua
caliente para el tratamiento de un cancer inoperable de cérvix uterino con resultados
benéficos®. A principios del siglo XX, la investigacion aplicada sobre la hipertermia
aun no estaban desarrolladas como para suplir las cirugias, la radioterapia y la
quimioterapia en la lucha contra el cancer®. En los Ultimos afios, se han promovido
estudios extensos sobre el campo de la hipertermia, desde los mecanismos de la

muerte térmica celular hasta pruebas clinicas y tratamientos®®°6:5758,

El tratamiento por hipertermia se aplica en el departamento de radiacion
oncoldgica bajo la autoridad de un radidlogo oncélogo y el escrutinio de un médico
especialista. La hipertermia siempre es implementada como parte de una estrategia
terapéutica oncolégica multimodal en combinacibn con radioterapia y/o

guimioterapia®°.

45.1.1 Ultrasonido. EI sonido es un movimiento vibratorio. Las ondas de
ultrasonido involucran la propagacion de ondas de sonido a una frecuencia de 2-20
MHz a través de los tejidos blandos. La absorcion de ondas de ultrasonido provoca
el calentamiento del medio absorbente. En términos fisicos bésicos, el ultrasonido
tiene la mejor combinacién entre longitudes de onda pequefias y coeficientes de
atenuacion que permite que penetren a sitios profundos con la habilidad de focalizar
la intensidad sobre espacios de tamafio pequefio. La principal desventaja de este
tipo de dispositivos es su incapacidad para atravesar el aire y la dificultad que ofrece

el tejido 6seo a su paso.

Los primeros sistemas de ultrasonido usaban aplicadores de un solo
transductor y ofrecian una temperatura mayor en el tumor a tratar cuando se
comparaban con sistemas por microondas. Se puede utilizar una gran cantidad de

elementos y de frecuencias distintas para mejorar la focalizacion de la energia sin



comprometer la eficiencia en la profundidad de la penetracion®.

A través de los afos se han disefiado una serie de dispositivos capaces de
mejorar la uniformidad del calentamiento y el control de la profundidad de
penetracién a través del uso de mudltiples aplicadores con eliminacion gradual y

direccionamiento de la intensidad®?.

Paciente

Aqua con control de

y temperatura s Membrana plastica

Transductores planares ;o8 . Aplicador multi-

multiples LR G transductor
o R Translaciéon X-Y-Z 'y

Modulacion de frecuencia

2.9 MMz 3.9 MHz

1OMHz W 10w

Transductor de Imagen

Figura 10. Diagrama general del sistema de ultrasonido de barrido mecéanico para

hipertermia superficial.

Fuente: Hynynen et al.,1992.

45.1.2 Radiofrecuencia. La primera investigacion sobre el uso de la
radiofrecuencia en el cuerpo humano se le atribuye a d’Arsonval en 1891, quién
mostro que las ondas de radiofrecuencia que pasan a través del tejido vivo provocan
el aumento de la temperatura del mismo sin causar excitacion neuromuscular. Estas
observaciones condujeron, eventualmente, al desarrollo de la electrocauterizacion y
a diatermia médica a mediados del siglo XX®2636465  para poder calentar tumores
grandes a profundidad, se utilizan campos de radiofrecuencia con longitudes de
onda de 10-20 MHz ®. Esquemaéticamente, un circuito cerrado es creado con el
generador, un gran electrodo dispersivo, el paciente, y un electrodo (ver figura 10).

Ambos electrodos se encuentran activos mientras el paciente actia como



resistencia. Se crea entonces un campo eléctrico alterno dentro del tejido del
paciente. Dada la marcada diferencia en los valores de resistencia del tejido en
comparacion con la de los electrodos metalicos, existe una agitacion de los iones
presentes en el tumor que inmediatamente rodea a los mismos electrodos. Esta
agitacion iénico genera friccion dentro del cuerpo que se traduce en un incremento
en la temperatura que puede ser facilmente controlada a través de la modulacion de
las ondas de radiofrecuencia depositadas en el tejido tumoral®”:%8%, La resistencia
gue ofrece el tejido al paso de la corriente eléctrica resulta en una lesion térmica
localizada. El tejido desecado y coagulado aumenta ain mas la resistencia al paso
de la corriente, impidiendo el calentamiento tisular efectivo y limitando el tamafio de

las lesiones provocadas por la radiofrecuencia’ "*(ver figura 11).
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Figura 11. Diagrama de un sistema de hipertermia por radiofrecuencia. Cuando el
aparato se activa, hay un flujo de corriente entre la placa de oro y el segundo
electrodo. Debido a la diferencia de tamafio entre los dos electrodos, se espera que

exista una mayor deposicion de calor en la placa metélica, donde se calienta el



tumor. La temperatura se regula por medio de la computadora a través de la

retroalimentacion de los microtermopares sobre la superficie de la placa

Fuente: http://www.eyephysics.com/, 2012.
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Figura 12. Ablacion por radiofrecuencia de un tumor en el higado. Para los tumores
inoperables, la ablacion por radiofrecuencia ofrece un tratamiento no quirdargico y
localizado que mata las células tumorales con calor sin dafar el tejido sano. La
energia de radiofrecuencia se puede dar sin afectar la salud general del paciente y
la mayoria de las personas pueden retomar sus actividades habituales en pocos

dias.

Fuente: www.SIRweb.com, 2012.

4.5.1.3 Microondas. Una de las técnicas de hipertermia mas prometedoras es la
gue involucra el uso de microondas. La hipertermia por microondas se ha usado en
miles de pacientes con cancer de prostata y de mama. El calor generado por
microondas es usado para encoger y destruir tejidos cancerosos. El sistema de
hipertermia por microondas generalmente utiliza antenas de una sola guia de onda y
un sensor de temperatura sin contacto que escanea una superficie predeterminada



del tejido a ser tratado. El sensor de temperatura mide la temperatura del tejido y un
controlador cierra el circuito de retroalimentacién que ajusta la intensidad de las
microondas aplicadas a la antena de tal manera que la temperatura del tejido se
incremente de manera uniforme. Esta técnica puede promover el flujo sanguineo
hacia el tumor ayudando a su vez a la oxigenacioén de las células malignas® (ver
figura 13).
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Figura 13. Esquema de un sistema de termoterapia por microondas para el

tratamiento de tumores de mama.

Fuente: www.cancer-therapy.org, 2012.



5. GENERALIDADES SOBRE LA BIOLOGIA CELULAR DEL CANCER

Los oncogenes son genes que codifican proteinas que transforman células normales
en malignas. Las células que presentan proto-oncogenes codifican las proteinas
requeridas para el funcionamiento normal de las células. Dichos proto-oncogenes
presentan funciones principalmente relacionadas con el crecimiento y la regulacion
del ciclo celulares. La conversion de proto-oncogenes en oncogenes puede ocurrir
de diversas maneras y tipicamente es un proceso de varios pasos conducido por
carcindgenos, agentes quimicos o fisicos que causan cancer.

El RNA de los virus de tumoraciones contiene oncogenes como parte de su
genoma. El oncogén es transmitido a las células humanas cuando son infectadas.
Las proteinas codificadas por oncogenes incluyen factores de crecimiento y sus
receptores y sus efectores intercelulares como la Src, Ras y Raf. De hecho Ras
mutada es el producto oncogénico mas comunmente encontrado en tumores
humanos. Muchos factores de transcripcion son codificados en oncogenes como lo
son las proteinas, como el caso de algunas ciclinas, que regulan el ciclo celular. Las
proteinas que afectan la apoptosis (por ejemplo Bcl-2 de la mitocondria) son también

codificadas por los oncogenes.

5.1 Crecimiento Benigno contra Tumores Malignos

Los crecimientos benignos y el cancer (tumor maligno) no son lo mismo. Como se
indica mas adelante, los tumores benignos por lo general no atentan contra la vida
mientras que los malignos si lo hacen.

Los crecimientos benignos son encapsulados, no invasivos, poseen un
crecimiento limitado, no metastatizan y raramente son letales.

Los tumores malignos no son encapsulado, son invasivos, se caracterizan
por su crecimiento descontrolado, puede matastatizar y con frecuencia son letales

(ver figura 14).



5.2 Cultivo Celular: Células Normales contra Malignas

El crecimiento de células normales y transformadas en cultivos refleja las diferencias

entre ellas.
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Figura 14. Comparacion de la morfologia general de las células benignas y las

malignas.

Fuente: http://anakin.utm.utoronto.ca/, 2010.

5.2.1 Células Normales

Las células normales muestran “inhibicién por contacto” de crecimiento y de division
celular.

Cuando hacen contacto, dejan de moverse y luego lo hacen en direccién
opuesta hasta que contactan con otra célula; una vez rodeados por todos los lados,
dejan de moverse del todo.

El contacto también inhibe la divisién celular, por lo que una vez que una
célula es rodeada por otras, deja de dividirse. Este comportamiento resulta en la

formacion de una monocapa de células (ver figura 15).
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Figura 15. Cultivo tisular de células normales y células malignas.

Fuente: http://anakin.utm.utoronto.ca/, 2010.

5.2.2 Células Transformadas

Las células transformadas son células normales que han sido cambiadas a células
cancerosas (por ejemplo por oncogenes, radiacion o algunas o otras causas).

Las células transformadas no muestran “inhibicién por contacto”. Cuando son
contactadas, se arrastran unas sobre otras. Sin importar la cantidad de células en un
cultivo, éstas siguen dividiéndose. Estos comportamientos resultan en la formacion

de monticulos de células (ver figura 16).

Forma normal de las células con un Las células cancerosas estan menos adheridas
traslape entre las mismas al cultivo, muestran una caracteristica
morfologia circular y forman monticulos

Figura 16. Micrografia de la forma de adhesion de las células normales (izquierda) y
las células cancerosas (derecha).
Fuente: http://anakin.utm.utoronto.ca/, 2010.

5.2.3 Cambios en Glicoproteinas Asociadas con Cancer

Como era de esperarse, la inhibicion por contacto es regulada en parte por
moléculas de la superficie celular. Las células cancerosas muestran glicoproteinas
alteradas en su superficie. Muchos canceres muestran niveles extracelulares
elevados de beta-glucosidasa y proteasa. Las células cancerosas presentan

comunmente niveles bajos de fibronectina (ver Figura 17).




5.3. Desarrollo de Tumoraciones

Un tumor es una masa heterogénea de células, derivada de una célula primitiva. La
exposicion a cancerigenos lleva a la transformacion de una célula normal en una
con fenotipo canceroso. Debido a que esta célula transformada se divide
sucesivamente, algunas de las células son cambiadas posteriormente debido a
varios factores, generando sub-clones que difieren de la célula originalmente
transformada.

A medida que el tumor crece se vuelve un complejo de clones de células,
cada uno con distintos comportamientos. Debido a esto, se vuelve muy dificil el
matar a las células con medicamentos (por ejemplo tamoxifen para el cancer de
mama) debido a que cada grupo puede responder de manera diferente al

tratamiento.
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Figura 17. El origen clonal de un tumor.
Fuente: http://anakin.utm.utoronto.ca/, 2010.

5.3.1 Metéstasis: La Formacién de Tumores Secundarios

Las células en un tumor invasivo pueden desprenderse, encontrar su camino a
través de la matriz extracelular y entrar en el torrente sanguineo. Cuando llegan a un
sitio idéneo, pueden salir (extravasacion) del flujo sanguineo y generar un tumor

secundario (metastasis).



La secuencia de eventos consiste en (ver figura 18) :

1. Desprendimiento del sitio primario

Mutaciones en la adhesion célula a célula (unién homotipica). Por ejemplo la

pérdida de la expresion de Cadherina-E.

Las células del tumor individuales se desprenden de la masa primaria.
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Figura 18 . Metastasis: la formacién de tumores secundarios.

Fuente: http://anakin.utm.utoronto.ca/, 2010.

2. Invasion a los vasos sanguineos.

Las membranas penetran la base de la membrana (unién heterotipica) y

degradan la matriz extracelular.

Secrecion de niveles altos de proteasas extracelulares

metaloproteinasas matriz.

Las células penetran la base de la membrana de los vasos circulatorios.

Involucra una unién heterotipica a través de recetores de integrina y

laminina.

3. Movilidad a través del sistema circulatorio

incluyendo



Las células moviles en el torrente sanguineo son vulnerables: 1 en 10,000

sobreviven.

4. Establecimiento de una nueva colonia.

Los lugares mas comunes de metastasis distante son los pulmones o el

higado.

Algunos canceres muestran preferencia por érganos en particular.
Recientemente, se ha realizando mucha investigacion sobre la metalproteinasa
matriz con la finalidad de desarrollar medicamentos anticancerosos. Para que la
metastasis ocurra, las células cancerosas deben abandonar el tumor original. La
lamina basal es una estructura de matriz extracelular altamente densa y organizada.
Algunas células cancerosas secretan metalproteinasa matriz pero de manera
normal, las células cancerosas inducen a las normales a que produzcan
metalproteinasa matriz. De cualquier manera, éstas digieren la proteina y los
componentes proteoglicanos de la lamina basal produciendo un orificio a través del
cual las células cancerosas pueden moverse. Los medicamentos que inhiben a las
metalproteinasas matriz, evitan esta digestion y la habilidad de las células
cancerosas de migrar fuera del tumor. Los metalproteinasas matriz han sido también
implicados en artritis, esclerosis multiple, arteroesclerosis y caida de dientes (ver
figura 19).
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Figura 19. Penetracion de la lamina basal por células cancerosas.

Fuente: http://anakin.utm.utoronto.ca/, 2010.



6. ESTADISTICAS GENERALES SOBRE EL CANCER

6.1 Prevalencia del Cancer en el Ambito Mundial

De acuerdo con el reporte de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) a
septiembre de 2011, en el afio 2008 12.66 millones de personas fueron
diagnosticadas con cancer en todo el mundo. 7.56 millones de personas murieron en
el mismo afio a causa de esta enfermedad. Los canceres de pulmén, mama,
colorrectal y de estbmago representaron alrededor del 40% de todos los canceres
diagnosticados. El cancer de pulmén fue el méas diagnosticado en los varones
(16.5% de todos los casos nuevos) y el cancer de mama lo fue en el caso de las
mujeres (23% de todos los casos nuevos). A medida que la poblacién mundial
contintde creciendo y envejeciendo, el peligro del cancer en el mundo aumentara

inevitablemente, adn si las tasas de incidencia permanecen como hasta hoy.

6.1.1 Incidencia y Mortalidad

El nimero de personas diagnosticadas con cancer incluye solo aquéllas con
tumores malignos, excluyendo a los pacientes con cancer de piel no melanocitico.
Esto representa un total de 188 casos por cada 100,00 personas. El numero de
casos nuevos de cancer varié desde 67,000 en Africa central hasta 3.72 millones en
el este de Asia. Como es de esperarse, la mayoria de los casos de cancer se
presentaron en el continente asiatico debido a su poblacion’>3. El 41% de todos los
casos diagnosticados de cancer se debieron a tan solo 4 tipos (ver figura 20).

La incidencia mundial de cancer en varones es mayor al 20% con
respecto a las mujeres, con una tasa estandarizada de 204 y 165 casos por 100,000
habitantes respectivamente”’4. Los paises con mayores tasas de incidencia
masculina fueron Francia y Australia (ambos con 361 por cada 100,000 habitantes)
mientras que la femenina fue Dinamarca (325 casos por cada 100,000 habitantes).
El 14% de todas las muertes en el mundo se relacionaron con el cancer’®’™. La
mortalidad varié significativamente entre las diferentes regiones del mundo, desde el
5% en Africa hasta el 21% en el Pacifico occidental (ver figura 21).

Mas de la mitad de todos los canceres en el mundo esta diagnosticados en
los paises en vias de desarrollo, y si ho existe ninguna intervencion por parte de las
autoridades de salud, este valor se prevé crecerd en las siguientes decadas’®. La
OMS ha identificado al cancer como una de las cuatro amenazas a la salud y al

desarrollo del ser humano (junto a las enfermedades cardiovasculares, respiratorias



crénicas y diabetes)’’. Esta misma organizacion establece que la amenaza global
gue representa el cancer puede disminuirse y controlarse a través de la
implementacién de tres estrategias clave: la prevencion de la ocurrencia del cancer

en primera instancia, su deteccion temprana y el correcto manejo de los pacientes’®.

6.2 Prevalencia del Cancer en México

Mundialmente, el cancer es una de las principales causas de mortalidad. Este
flagelo es resultado de la interaccion de factores genéticos y externos (fisicos,
qguimicos y biologicos) que produce la degeneracion de las células, con lo que se
originan lesiones precancerosas y finalmente tumores malignos. Dichos tumores
suelen estar localizados, pero eventualmente pueden diseminarse a otros 6rganos
(metastasis)’™. La incidencia del cancer se relaciona directamente con la edad, ya
gue las personas estan mas tiempo expuestas a factores causales relacionados con
esta enfermedad. Los datos aqui presentados corresponden al reporte del Instituto
Nacional de Estadistica, Geografia (INEGI) a propoésito de la Cumbre Mundial contra
el cancer para el nuevo milenio celebrada en el afio 2000.

Algunos factores de riesgo para el desarrollo de cancer son el consumo de
tabaco y alcohol, la obesidad, las infecciones de transmision sexual como el virus de
papiloma humano y la inactividad fisica, entre muchos otros. De acuerdo con la
OMS, el cancer podria disminuir casi en una tercera parte del total de casos, si la
deteccion y el tratamiento fueran oportunos.

De acuerdo al estudio realizado por la OMS en 2005, es posible prevenir el
30% de los casos de cancer a través de la disminucién de factores de riesgo®°. Por
ello, como resultado de las recomendaciones internacionales, en México se llevan a
cabo programas encaminados a prevenir los principales tipos de cancer, a través de
estrategias de prevencion y deteccion oportuna, dos ejes fundamentales para

disminuir la morbilidad y mortalidad por dicho padecimiento.

6.2.1 Incidencia y mortalidad.

La Secretaria de Salud (SSA) reporta que del egreso hospitalario por cancer en
2008, la leucemia tuvo mayor presencia (8.7%), seguida del cancer de mama
(5.8%), de cuello de utero (3.3%) y ovario (2.1%). La leucemia afecta principalmente
a los hombres (15.1%), mientras que el cAncer de mama a las mujeres (8.4%) (ver
Tabla 2).
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Figura 20. Los 20 tipos de cancer mas diagnosticados en el mundo.

Fuente: OMS, 2011.
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Figura 21. Los 20 tipos de cancer con mayor mortalidad en el mundo.

Fuente: OMS, 2011.

La OMS estima que el cancer podria cobrar la vida de 10.3 millones de personas en
el mundo para 2020, afectando a 6.7 millones de personas cada afio®. En nuestro
pais, la tasa de defuncion por tumores tiende a aumentar. De 1998 a 2008, la tasa



de mortalidad por cancer se incrementd, pasando de 57.7 a 66.6 por cada 100 mil
habitantes; entre las mujeres, el crecimiento fue de 59.6 a 66.7 por cada 100 mil
habitantes, mientras que entre los hombres, de 55.6 a 66.5 cada 100 mil habitantes.

El incremento en dicha tasa es aproximadamente de diez puntos; sin
embargo, esta tendencia resulta preocupante por sus implicaciones sobre los afios
de vida perdidos en el proceso de la enfermedad, asi como por la capacidad de las
instituciones para dar atencion adecuada y oportuna, y por el impacto que tiene
dicha enfermedad en la familia. En 2008, segun la tasa de mortalidad observada de
tumores malignos para la poblacion de 60 afios y mas, los tumores en traquea,
bronquios y pulmon presentan la tasa més alta (60.19 por cada 100 mil habitantes),
seguidos por los tumores de higado y de las vias biliares intrahepéticas, y los de
estdmago (44.11y 42.30 por cada 100 mil habitantes, respectivamente).

Resulta preocupante que la poblacion masculina presente la tasa de
defunciones por tumores mas alta, por la elevada mortalidad por tumor de préstata
(121.57 por cada 100 mil hombres).

Mientras que en las mujeres, el cancer del cuello del Utero tiene una tasa de
41.82 por cada 100 mil mujeres, siendo también la tasa mas alta en la poblacion

femenina de 30 a 59 afos (10.24 por cada 100 mil mujeres) (ver figura 22).
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Figura 22. Tasa de defunciones por tumores malignos para cada sexo en México
en los afios de 1998 a 2008.

Fuente: INEGI, 2008.

Tabla 2. Distribucion porcentual de egresos hospitalarios por tipo de tumor maligno

para cada sexo en 2008.

Tipo de tumor maligno Total | Hombres | Mujeres
Leucemia 8.7 15.2 5.6




Mama 5.8 0.4 8.3
Cuello de ttero 3.3 0.0 4.8
Ovario 2.1 0.0 3.1
Traquea, bronquios y pulmén 2.0 4.1 1.0
Prostata 1.9 6.0 0.0
Estémago 1.8 3.1 1.1
Colon 1.8 3.2 1.2
Higado 1.2 1.9 0.8
Rectosigmoides, recto y ano 1.1 2.0 0.7
Vejiga 1.0 2.2 0.4
Labio, cavidad bucal y faringe 0.9 1.9 0.5
Pancreas 0.9 15 0.7
Cuerpo de utero 0.8 0.0 1.1
Melanoma y otros tumores de la piel 0.5 0.6 0.3
Eséfago 0.4 1.1 0.1
Otros 65.8 56.8 70.3

Fuente: SSA, DGIS, 2008.
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Figura 23. Porcentaje de defunciones por tipo de cancer para cada sexo en México
en el afio 2008.
Fuente: INEGI, 2008.

7. LA NANOTERMOMETRIA DE LOS SISTEMAS BIOLOGICOS

Los valores medios de las cantidades termodinamicas de los sistemas pequefios
deben ser los mismos que los de los sistemas de mayores dimensiones. Pero, a
medida que la incertidumbre de los valores medidos estan relacionados
inversamente al nimero de mediciones hechas, las desviaciones del valor medio

son grandes cuando la concentracion es baja o el nimero de particulas es pequefio



ya que cada molécula juega un papel importante en la determinacién de las
propiedades del sistema. La distribucion de Boltzmann no es necesariamente la mas
probable en los sistemas pequefios, en otras palabras, entre menor sea la
concentracion de moléculas o particulas de un sistema la distribucion de Boltzmann
funcionarda ineficientemente al intentar describir la distribucién de energias de dicho

sistema.

Una sola molécula no puede jugar un rol determinante en la termodinamica
de un sistema mas alla del efecto que provoca cuando es la Unica particula de dicho
sistema. Esto es pertinente ya que aun queda mucho por conocer acerca de los
procesos bioldgicos a un nivel mecanistico y existe un interés cada vez mayor en las
técnicas que puedan investigar maquinas biomoleculares complejas y los roles que

éstas juegan en los organismos vivos®.

Los experimentos que involucran moléculas simples plantean cuestiones de
importancia relativamente bésica. ¢Como hacer frente a fluctuaciones térmicas al
nivel de una molécula simple?, ¢qué tan significativos son los resultados de los
experimentos que involucran sistemas moleculares simples en la descripciéon de las
propiedades moleculares? Una de las condiciones béasicas en la credibilidad de los
experimentos cientificos es la repetitividad. Esto se alcanza con mayor facilidad
cuando se estudian las propiedades de un gran nimero de moléculas. ¢El andlisis
de las fluctuaciones presentes en las moléculas simples proveeran informacion
sobre las propiedades macroscépicas que se desarrollan en ellos?, ¢como se
aplican las relaciones termodinamicas a macromoléculas cuando su nimero es una
limitante?, ¢el comportamiento de las moléculas simples podria dar informacion

sobre los mecanismos de la vida en general?

7.1 El Papel de la Nanotecnologia en la Imagenologia Biomédica

Han pasado casi cuatro décadas desde que se declard la guerra contra el cancer.
Ahora se cree que la medicina personalizada es el futuro para el manejo de
pacientes con cancer. Las nanoparticulas han sido ampliamente estudiadas en la
Ultima década ya que poseen un potencial sin precedentes para la deteccion
temprana, el diagnéstico preciso y el tratamiento personalizado de este tipo de

padecimientos.



La nanotecnologia, un campo de investigacion interdisciplinario en el que
interviene: la quimica, la ingenieria, la biologia y la medicina, tiene un gran potencial
para la deteccién temprana, el diagndstico preciso y un tratamiento personalizado
del cancer. Las nanoparticulas son mas pequefias que varios cientos de nanémetros
de tamafo, comparable a las grandes moléculas biologicas tales como enzimas,

receptores y anticuerpos®’.

En la dltima década, ha habido muchos centros de nanotecnologia
establecidos en todo el mundo®?. Sélo en los Estados Unidos, mas de seis mil
millones de délares han sido invertidos en investigacion en nanotecnologia y méas de
sesenta centros, redes y servicios, financiados por diversos organismos, se
encuentran en operacion o por abrir®*, Después de establecer una nanotecnologia
interdisciplinaria, ésta se convertird en un campo de utilidad clinica en un futuro
cercano. Una de las principales aplicaciones de la nanotecnologia en biomedicina.
Las nanoparticulas pueden ser disefiadas como nanoplataformas para la distribucién
eficaz y selectiva de medicamentos y etiquetas de imagenes, mediante la

superacion de las muchas barreras biolégicas, biofisicas y biomédicas.

Las aplicaciones de la nanotecnologia y nanoparticulas han sido un tema
muy caliente en la dltima década. Una simple busqueda de "nano" en PubMed ha
devuelto mas de 6,000 publicaciones. Dos areas principales de las aplicaciones de
las nanoparticulas son la ciencia de materiales y la biomedicina. Grandes avances
se han hecho en el campo de la ciencia de materiales. El hecho de que la
electrénica es cada vez mas rapida, mejor y mas pequefia cada mes es una prueba
clara y fuerte para tal logro. Sin embargo, las aplicaciones de las nanoparticulas en
biomedicina no han cumplido las expectativas. Agentes de nanoparticulas basados
en pruebas clinicas estdn muy poco comercializados para el diagnéstico o
tratamiento del cancer, y la mayoria de ellos estan basados en liposomas que fueron
desarrollados hace varias décadas. Todavia hay un largo camino por recorrer antes
de que la nanotecnologia pueda revolucionar realmente la atencion al paciente,

como muchos han esperado que fuera.

La nanotecnologia para el cancer es un area interdisciplinaria con una amplia
gama de aplicaciones potenciales en la lucha contra el céancer, incluyendo:
proyeccion de imagen molecular, diagnéstico molecular, la terapia dirigida, y la
bioinformatica. Las estrategias convencionales para la intervencion del cancer son la
cirugia, la quimioterapia y la radioterapia. Aprovechando sus propiedades Unicas, en

la mayoria de los estudios de la terapia para cancer, con nanoparticulas de oro que



estdn basadas en haber utilizado la terapia fototérmica para la destruccion de las
células cancerosas o tejido del tumor, pueden ser potencialmente Utiles en el ambito
clinico. Cuando se irradia con pulsos laser enfocado en longitud de onda adecuada,
dirigida a nanoesferas de oro, nanobarras, nanocpsulas, y nanocajas (ver figuras
24, 25y 26) puede matar las bacterias y las células cancerosas. Se ha estimado que
en 70-80 °C se logro a través de la absorcién de luz por las nanoparticulas de oro y
hasta 150 anticuerpos pueden ser conjugados con nanocapas a través de un
conector PEG bifuncional. Una observacion interesante es que la mayoria de estos
estudios especificos 0 EGFR o receptor del factor de crecimiento epidérmico 2
(HER2), obviamente debido a la disponibilidad de anticuerpos monoclonales (ya
aprobado por la Food and Drug Administration [FDA] para el tratamiento del cancer),
que reconocen estas dos proteinas.
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Figura 24. Diferentes tipos de nanoparticulas de oro.

Fuente: Gao et. al, 2008.

7.1.1 La Nanotecnologia y la Nanotermometria

La nanotecnologia no ha surgido de la nada, mas bien representa el resultado
natural de la cogniciéon cientifica dirigida a la profundidad de la materia. Los
materiales con micro- y nano- dimensiones muestras propiedades fisicoquimicas
distintas de las de sus analogos macroscoépicos. La investigacion y la produccion de
este tipo de materiales en la escala nanométrica ha permitido el desarrollo de

métodos y medios de medicion de la temperatura.



Ex vivo e in vivo de imagenes
(reflexion, OCT, PAT, Raman)

En ensayos in vitro
(ADN, inmunoensayo)
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Figura 25. Las propiedades versétiles de nanoparticulas de oro que se emplean en
aplicaciones biomédicas.

Fuente: Gao et. al, 2008.
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Figura 26. Algunas nanoparticulas que se han estudiado en la lucha contra el

cancer.
Fuente: Gao et. al, 2008.

Una gran cantidad de mediciones involucran a la temperatura (alrededor del 50% de

todas las mediciones que se hacen en los laboratorios). EI nimero de métodos



directos para la obtencion de la temperatura incluye a 5 grandes grupos
termométricos que utilizan gas, medios acusticos, medios 6pticos, medios
magnéticos o ruido. Estos métodos se basan en leyes fisicas fundamentales cuyas

descripciones matematicas involucran a la temperatura termodinamica®.

Los sensores térmicos en micro y nanoescala son necesarios para una alta
resolucién espacial de los gradientes de temperatura y es una herramienta
indispensable para los estudios dindmicos de los diversos sistemas pequefios,
incluyendo las eléctricas, foténicas, y biolégicas. La nanotecnologia esté ofreciendo
enfoques fascinantes para resolver este requisito mediante la utilizacion de sondas
nanotérmicas cuyas propiedades muestran una fuerte dependencia de la
temperatura local. En estos nanotermometros, el método de deteccion térmica se
basa en el pardmetro particular que muestra una dependencia de la temperatura, lo
gue da lugar a técnicas de alta resolucion de imagenes térmicas, tales como

microscopias de fluorescencias térmicas y moleculares de polarizacion®®.

7.1.1.1 Exposicion del problema de la medicién de la temperatura en la
nanoescala. La miniaturizacién de los dispositivos electronicos y optoelectrénicos
continba a un ritmo acelerado. Estos continuos avances sustentan la computacion
moderna y las tecnologias de comunicacion, pero plantean una variedad de
materiales y los desafios de ingenieria. Un problema particular que se derivan tanto
de la continua miniaturizacién de las tecnologias existentes y la aparicién de la
nanotecnologia es que los dispositivos convencionales de medicién de temperatura,
tales como termOmetros y termopares, no son capaces de medir las temperaturas de
estos sistemas importantes a la escala en que operan. Por lo tanto, un problema
cientifico apremiante es la necesidad de una técnica viable para medir la
temperatura en la nanoescala. Hasta el momento, se han presentado varios nano-
dispositivos que pueden, o al menos tienen el potencial de medir las temperaturas

en la nanoescala, cada uno tiene sus propias ventajas y limitaciones.

Aunque estos dispositivos son inmensamente Utiles para mediciones de
temperatura muy bajas, no pueden proporcionar ningln dato igual o superior a la
temperatura ambiente, que es el campo de numerosas aplicaciones practicas en que

a pequefia escala las mediciones de temperatura podrian resultar Utiles.

Como las dimensiones criticas de los dispositivos se vuelven mas pequenfas,
es necesario especificar con precision las estructuras de cristal, la morfologia de la

interfaz, las formas y tamafios de las caracteristicas individuales, también, el control



en escala atdmica es esencial. Lograr este nivel de control requiere un conocimiento
detallado de los procesos fundamentales que ocurren durante el proceso. El estado
de la técnica de resolucién atémica de instrumentos y técnicas, tales como UHV-
TEM, temperatura variable microscopio de efecto taunel (STM-VT) y TEM resolucién
atémica®’. Por tanto, es imperativo el desarrollo de herramientas para caracterizar
los efectos térmicos locales y globales en dispositivos nanoestructurados.
Recientemente ha habido interés en el desarrollo de nanotermémetros basados en
nanotubos de carbono, sin embargo, estos dispositivos son aun demasiado grandes

para efectos de imagen térmica a escala molecular®.

7.1.1.2 Métodos invasivos y no invasivos para la medicion de la
temperatura en la nanoescala. Los métodos tradicionales de medicion de
temperatura se pueden dividir en dos categorias: los métodos de contacto,
incluyendo termopares, termistores, y detectores de resistencia a la temperatura
(RTD), y los métodos de no contacto, como la medicién de la luz infrarroja emitida.

Invasiva. El dispositivo de medicién esta en contacto directo con el medio de
interés, por ejemplo, un termopar en una corriente de gas.

Semi-invasiva. El medio de interés se trata de alguna manera a permitir la
observacion a distancia, por ejemplo, revestimientos de superficie cuyo color cambia
con la temperatura.

No invasiva. El medio de interés que se observa de forma remota, por
ejemplo, la termografia infrarroja.

La termometria de fluorescencia, utilizando la fluorescencia de materiales
luminiscentes para determinar la temperatura, es un termémetro de sin contacto que
pueden superar muchos de los problemas y las limitaciones de los métodos

descritos anteriormente®®.

7.1.1.3 Relevancia de las nanoparticulas inorganicas en la medicion de
la temperatura en la nanoescala. Los avances en la utilizacién de nanoparticulas
inorganicas para aplicaciones biomédicas ha avanzado rapidamente, debido a la
extensa investigacion en la sintesis y modificacion de materiales®. Estas
nanoparticulas inorganicas proporcionan un marco solido, en el cual dos o mas
componentes pueden ser incorporados para proporcionar multiples capacidades
funcionales. Biomacromoléculas, como proteinas, lipidos, y polisacaridos, moléculas
fluorescentes y medicamentos anti-cancer, pueden conjugarse con la superficie de
las nanoparticulas inorgéanicas (véase la figura 27). Las nanoparticulas resultantes

no soélo pueden dirigirse a los canceres humanos, sino también visualizar el interior



del cuerpo mediante imagenes por resonancia magnética y las imagenes de

fluorescencia®-°2.
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SINTESIS RECUBRIMIENTO BIOCONJUGACION

Figura 27 . Proceso general involucrado en la aplicacion de nanoparticulas
funcionales.
Fuente: Xing et al., 2010.

Las nanoparticulas inorganicas que poseen unas propiedades mecanico-cuanticas
Unicas tienen el potencial para revolucionar la industria y la ciencia actuales basados
en la mecanica clasica. Mediante la utilizaciébn de nanoparticulas inorganicas, es
posible tener la capacidad de controlar las propiedades fisicas y quimicas de los
materiales como deseamos, cuestion que hasta hace unos afios no estaba permitido
con la tecnologia actual. Cuando estos materiales diminutos entran en los sistemas
biologicos, sus propiedades excepcionales pueden ser utilizadas como sondas clave
y vectores para la proxima generacion de sistemas de deteccion ultra-sensibles y
sistemas terapéuticos altamente eficientes.

Las nanoparticulas  inorganicas, incluyendo  puntos  cudnticos
semiconductores, las nanoparticulas de 6xido de hierro, y las nanoparticulas de oro
se han desarrollado como agentes de contraste para el diagnoéstico por imagen
molecular. En comparacién con los agentes de contraste tradicionales, las
nanoparticulas inorganicas ofrecen varias ventajas: sus propiedades Opticas y
magnéticas pueden ser adaptadas al modificar su composicidn, estructura, tamafio y
forma; sus superficies pueden ser modificadas por ligandos para dirigirse a
biomarcadores especificos de alguna enfermedad; la mejora del contraste
proporcionado puede ser equivalente a millones de pares moleculares®:.

A pesar de las caracteristicas convenientes mencionadas anteriormente, las
nanoparticulas inorganicas ofrecen a menudo problemas durante su uso en

aplicaciones biolégicas debido a su posible toxicidad®. De hecho dos



problemas potenciales de toxicidad puede ser detectados. ElI primero se relaciona
con la toxicidad inherente de algunos compuestos quimicos que conforman a las
nanoparticulas o liberados de las nanoparticulas gque interaccionan con el entorno
biolégico. Por ejemplo, ciertos puntos cuanticos hechos a base de Cd han
demostrado la liberaciéon de iones Cd?* (un ion téxico) en el compartimiento celular in
vitro por medio de imagenes con microscopia laser confocal de fluorescencia®.

Desgraciadamente, este tipo de toxicidad es dificil de superar. El segundo
problema de toxicidad se relaciona con el uso de compuestos toxicos 0 que no son
compatibles con los sistemas bioldégicos en los procedimientos de sintesis quimica®®.
En particular, los métodos convencionales para la fabricacion de nanoestructuras
metdlicas coloidales (por ejemplo nanorods) se basan en un proceso de reduccion
quimica® que generalmente provoca la contaminacion superficial por aniones
residuales y agentes de reduccion.

7.1.1.4 Nanotermdmetros actuales. El esfuerzo por desarrollar un
nanotermémetro adecuado requiere de materiales con nuevas propiedades fisicas,
ya que todos los pardametros fisico-quimicos se ven modificados a esta escala.
Muchos tipos de nanotermometros han sido disefiados por la duplicacion de los
termdmetros convencionales a nanoescala a traves de la disminucion de su tamafio

geométrico original®.

Los avances actuales en el disefio y uso de los termémetros que operan en
la nanoescala son: termometros a partir de nanotubos sobre la base de la expansion
térmica de un liquido®, los termémetros de infrarrojos de nanoparticulas metalicas
basados en la radiacion del cuerpo negro'®, termopares hechos de nano-uniones
basada en el efecto Seebeck!®l, los termémetros de fluorescencia de las
nanoparticulas basados en la dependencia de la fotoluminiscencia con la
temperatura 192881038 termémetros de estructura compleja de sistemas micro-
electro-mecanicos basados en una funcién de la temperatura y el factor de calidad
del resonador?® o el cambio de nivel de Fermil®®, y los termémetros de bloqueo de

Coulomb10,

7.1.1.5 La nanotermometria, la temperatura celular y el diagnostico y el
tratamiento del cancer. La medicion de la temperatura a la nanoescala sigue
representando un gran problema cientifico y de ingenieria. La distorsion de los
resultados causados por la transferencia de calor entre el termémetro y la
temperatura del cuerpo estudiado todavia conlleva inconvenientes metodol6gicos!’.

En regiones espaciales localizadas de fluido y materia solida, el desarrollo de



dispositivos térmicos de medicibn en la nano escala podria satisfacer las
necesidades de precision y resolucion requeridasi®®. La mediciéon precisa de
temperatura en regiones localizadas se necesita en una gran variedad de campos
médicos: el diagndéstico y tratamiento de vasos sanguineos dafiados!®® y cordones

espinales!'® utiliza imagenologia térmica de alta resolucion.

La resolucién espacial de los perfiles de temperatura en los dispositivos que
estudian sondas bioldgicas es cada vez mas exigente. Las mediciones térmicas del

orden unicelular involucra volimenes tan pequefios como 1018 m?3 108,

Aunque se realizan esfuerzos constantes para desarrollar mejores pruebas
de deteccion de céncer, ha habido poco progreso en los métodos de cuantificacion
de la eficacia de la quimioterapia en tumores sélidos. Los métodos tradicionales
implican la medicion de cualquiera de los cambios en los patrones de crecimiento
del tumor o la prolongacion de la supervivencia del huésped inducidas por el
tratamiento. Hay, ademas, una amplia variedad de técnicas que han sido
desarrollados para permitir la cuantificacion de la viabilidad de las células
malignas en suspension preparadas a partir de tumores animales, tales como los
ensayos de dilucion de punto final y ensayos basados en la formacién de
colonias in vivo o in vitro. Sin embargo, todo esto requiere los procesos tediosos
de eliminacion de las células tumorales del paciente original, la dispersién en
suspensiones de una sola célula, la enumeracion de las células, y finalmente,
una prueba del potencial de crecimiento de las células, ya sea en nuevos

huéspedes o en cultivo celular.

La actividad metabdlica de una célula integrada representa el punto final de
muchas sefiales modificantes del crecimiento en el contexto de la composicion
genética de la célula''l. Es bien sabido que la actividad metabdlica de una célula
maligna se incrementa dramaticamente cuando se compara con su propio tejido
sano. El exceso de acumulacién del trazador ®F unido a desoxiglucosa es un
indicador fiable de mayor actividad metabdlica en las células tumorales, lo que
también se correlaciona con la tasa de crecimiento de tumores malignos, y la

respuesta a la terapiat*113,

Mack y Cheng!'* estudiaron la utilidad de las mediciones de calor metabdlico
en la cuantificacion de la respuesta de un tumor sélido de tratamiento contra el
cancer. Karnebogen et al''® realizaron medidas calorimétricas en 44 tejidos

tumorales y no tumorales de muestras de érganos del tracto uro-genital, asi como



de las mamas y del colon. Se encontré que, sin excepcion, todos los valores
medidos de la actividad metabdlica de las muestras de tejidos tumorales eran
claramente superiores a las de las muestras de tejido no tumorales del mismo
organo. Llegaron a la conclusién de que a través de un analisis microcalorimétrico,
es posible diferenciar entre muestras de tejidos sanos y tumorales sobre la base de

una mayor actividad metabolica en las muestras malignas.

8. LOS NANODIAMANTES COMO NANOTERMOMETROS EN APLICACIONES
BIOLOGICAS

8.1 Los Nanodiamantes como Sondas Clave en la Imagenologia Biomédica

Los nanodiamantes (NDs) son miembros de la gran familia estructural de los
nanocarbonos, que incluye a los carbonos amorfos de tamafio nanométrico, a los
fulerenos, a los diamantoides, tubos, cebollas, cuernos, varillas, conos, vainas,
campanas, plaguetas y espumas de carbono. Los NDs han adquirido una atencion
mundial debido a su sintesis econémica a gran escala basada en la detonacion de
explosivos que contienen carbono, pequefio tamafio de particula primaria
(aproximadamente 4 a 5 nm) con estrecha distribucion de tamafos, incluyendo una

facil funcionalizacibn de su superficie y bioconjugacion, asi como alta

biocompatibilidad.

Aunque solo existen unos pocos hanomateriales basados en carbono que se
utilizan como medicamentos, como el caso de derivados de adamantano (es decir,
la amantadina, la memantina, y rimantadina) o los fulerenos derivatizados, los
estudios preliminares con suspensiones NDs administrados a los animales y
pacientes humanos con cancer han mostrado resultados prometedores!'®. Este
nanomaterial es altamente biocompatible con bajas citotoxicidad!'® y toxicidad
animal'’. Ademas, la superficie de NDs pueden ser facilmente funcionalizada con
una gran variedad de grupos funcionales!'®®, Se ha sugerido que los NDs se
pueden emplear como etiquetas de dispersion de luz debido a su alto indice de
refraccion (n = 2,42) y sus bandas Raman caracteristicas del material de diamante
(Gnico pico agudo aislado en 1332 cm™), y también que los NDs contienen centros
multicolor (azul, verde y rojo) y se puede aplicar como marcadores de bioimagen

optica'?. Existen un centenar de centros de color catalogados en el diamante!!®,



pero el centro nitrégeno-vacante cargado negativamente (N-V) es el de mayor
importancia ya que su emision esta en la ventana para bioimagen conveniente!?!,
Este centro absorbe fuertemente a 560 nm y emite fluorescencia de manera
eficiente alrededor de 700 nm, bien separado de la autofluorescencia celular.
Ademads, es perfectamente fotoestable, sin ningin signo de fotoblanqueo incluso

bajo alta potencia de excitacion'?2,

8.2 Ventajas a priori de los Nanodiamantes para su Aplicacion en

Bioimagenologia

Los NDs poseen una serie de caracteristicas que los hacen adecuados para
aplicaciones biomédicas, en particular para los procesos que implican el diagnéstico
y la deteccién de enfermedades que suelen utilizar técnicas O6pticas para su
ejecucion. Estas propiedades indican que los NDs se pueden utilizar no s6lo como
agentes de contraste para mejorar los dispositivos de imagen, sino también como
sensores de radiacion y sensores magnéticos durante las terapias de radiacion. Esto
convertiria a los NDs en sondas multifuncionales y en candidatos ideales para

aplicaciones relacionadas con el cancer.

8.2.1 Los Nanodiamantes como Sondas Magnéticas

Un centro NV (ver figura 28) en el diamante es un sistema de espin Unico que puede
ser integrado en un dispositivo de exploracion, que seria capaz de detectar
sensiblemente un campo magnético con una alta resolucién!?®. Varias propiedades
del centro NV lo hacen deseable para su uso como una sonda de barrido magnético.
En primer lugar, los dos giros de electrones no apareados en un centro NV de
diamante hacen de este centro sensible a los campos magnéticos de manera que la
poblacién de los niveles de energia divididos pueden ser manipulados con radiacion
Optica y microondas, permitiendo la medicion directa y rapida del estado de espin
NV*?2, En segundo lugar, los tiempos de coherencia de giro de los defectos NV son
del orden de cientos de microsegundos, con relajaciones de espin en una muestra
pura se producen debido a las interacciones débiles, con impurezas de espin
nuclear vecinos debido a los nicleos de carbono-13. Por dltimo, hay beneficios

practicos derivados de la quimica, térmica y fotoestabilidad del defecto, haciendo



mediciones posible a temperatura ambiente y en condiciones ambientales, asi como

con los sistemas bioldgicos?.

8.2.2 Los Nanodiamantes como Sensores de Radiacion

Los NDs tienen un espacio de banda grande (5.5 eV), una alta resistencia a la
radiacion, poseen transparencia Optica, grandes velocidades de transporte
saturados (220 m/ns) y un bajo nimero atémico (6); todo esto hace que sean un
candidato viable para aplicaciones en la deteccion de la radiacion. Cualquier
radiacion que genere portadores libres en la estructura de

Figura 28. Estructura del centro nitrégeno-vacante (N-V) en los NDs. Este es un
defecto en la red del ND. Se compone de par de atomos vecinos: un atomo de
nitrégeno (N), que sustituye a un atomo de carbono (C), y un espacio vacante (V).
Un &tomo de nitrégeno tiene cinco electrones de valencia. Tres de ellos
covalentemente unidos a los &tomos de carbono y dos de ellos permanecen sin
unién (par solitario). La vacante tiene tres electrones no apareados.

Fuente: http://atomchip.org/, 2012.

los NDs pueden ser detectada. Estas radiaciones son radiacion electromagnéticas
con energia superior a 5.5 eV. Este valor incorpora rayos ultravioleta, rayos X y
rayos gamma. La radiacion de alta energia de particulas tales como particulas alfa,
electrones, neutrones, piones y otras particulas exoticas también puede ser

detectada. ElI mecanismo fundamental de la deteccién es independiente de la



radiacion excitante, y se basa en el movimiento de cargas libres en un campo
eléctrico aplicado a través de un dispositivo. Estas cargas libres, electrones y

agujeros, son creados por la interaccion de la radiaciéon con el diamante!?.

8.2.3 Estabilidad del Espectro de Emisién de los Nanodiamantes en la Ventana

Bioldgica

Los NDs pueden emitir fluorescencia visible a partir de defectos intrinsecos e
impurezas. La longitud de onda de la emisién depende de la fuente de excitacion,
asi como del método de obtencion, ya sea por HPHT (temperatura alta y presion
alta), CVD (deposicion quimica de vapor), detonacién o irradiacion laser. Para NDs
producidos por HPHT, existen dos tipos de centros NV que son responsables de la
emision observada en el rojo: el defecto NV neutro (NV)° y el centro de carga
negativa (NV). Estos dos centros se caracterizan por sus lineas distintas de fonén
cero (ZPLs) a 576 nm y 638 nm, respectivamente!?®, El centro (N-V) es fotoestable,
ya que es un defecto profundo alrededor de 2 eV por debajo de la banda de
conduccion de los NDs. Ademas, este centro es practicamente inalterado por la
estructura de la superficie (defectos superficiales), y asi es inmune a cambios
ambientales!?®, Se ha informado de la existencia de NDs tan pequefios como 5 nmy
con un solo centro (NV) con una fotoestabilidad excelente y sin signos de
atenuacioén de la fluorescencia'?’ dentro de la ventana biolégica (700-900 nm). La
estabilidad de los centros (NV) en los NDs se ha confirmado teéricamente. El &tomo
de nitrégeno es estable, a menos que se encuentre a menos de tres capas atémicas
de la superficie'?®. Esto convierte a los NDs en la herramienta ideal para la obtencién

de imagenes tridimensionales en células vivas.

8.2.4 Posibilidad de Excitacion de los Nanodiamantes a Dos Fotones en la

Regién Infrarroja

El estudio de la espectroscopia de fluorescencia de excitacion a dos fotones del
centro (NV)" comienza con el uso de diamante en con un tiempo del orden
picosegundos con funcionamiento de modo laser bloqueado a 1064 nm como la
fuente de excitacién!?®. El espectro de fluorescencia obtenido por dos fotones de
excitacion es muy similar a la obtenida por la excitacion de un fotobn a 532 nm,

excepto que las relaciones de intensidad de fluorescencia de (NV)° a (NV) difieren.



La seccién cruzada de absorcién a dos fotones del centro (NV) es menor
gue el de rodamina B por un factor de 30. Este déficit puede ser faciimente
compensada si cada ND contiene mas de 30 centros (NV)’, tales como particulas
mayores a 40 nm. Asi, se podria aplicar la excitacién a dos fotones con microscopia
confocal de fluorescencia para observar estos NDs dentro de una solucién o en las
células™®. La excitacion a dos fotones proporciona un mejor contraste de la imagen
de los NDs en la celda que la de un foton porque puede disminuir la
autofluorescencia celular. Ademas, el volumen excitado es pequefio debido a la
dependencia cuadréatica de la intensidad de fluorescencia en la intensidad de la luz
y, por lo tanto, el fotoenvejecimiento general de las células se reduce
significativamente. La microscopia de fluorescencia excitada a dos fotones puede
ser aplicada para la imagen celular en animales vivos hasta una profundidad de

varios cientos de micras!s!.

8.3 Sintesis y Caracteristicas Opticas de los Nanodiamantes Obtenidos por
Detonacion

8.3.1 Sintesis de los Nanodiamantes por Detonacion

Este tipo de nanomaterial se obtiene a partir de la explosion de carbono explosivos
gue contienen carbono (por ejemplo, trinitrotolueno, ciclotrimetilenotrinitramina). Son
tres los pasos importantes en la conversién de los explosivos a NDs: la sintesis, el
procesamiento post-sintesis y la modificacion.

La etapa de tratamiento incluye la purificacion de la sintesis de detonacién en
el hollin. El resultado de la transformacién son NDs por detonacién con una pureza >
87% y un tamafio medio de 5 nm. Informacion adicional de estas nanoparticulas se
incluye en la tabla . La explosion tiene lugar en un medio de enfriamiento no
oxidante de gas CO; o agua (hielo), las llamadas sintesis "seca" o "humeda",
respectivamente. El choque inicial de un detonador comprime el material explosivo,
calentandolo y provocando la descomposicion quimica, que libera cantidades
enormes de energia en una fraccién de un microsegundo. A medida que la onda de
detonacion se propaga a través del material se generan altas temperaturas (3500 a
4000 K) y altas presiones (de 20 a 30 GPa) que corresponden a la region de la fase
del diamante termodindmicamente estable!®2. Durante la detonacion, el carbono libre
se coagula en pequefios grupos, que pueden crecer mas por la difusion'®. El
producto de la sintesis de detonacion, llamado "hollin de detonacién" o "mezcla de

diamante” contiene 40 a 80% en peso de la fase de diamante dependiendo de las



condiciones de detonacion **13°, El rendimiento de carbono es de 4 a 10% del peso

del explosivo.

Nombre del producto Nanodiamantes en polvo
&y Numero de catalogo PL-D-G
dos — - r

Tamafio medio de particula 4-6 nm
requis — -

a Estabilizador Ninguno

itos

Pureza >87%
princi i i

Contenido de cenizas <6%
pales
en las
técnic
as
para

la sintesis por detonacion: la composicion de los explosivos debe proporcionar las
condiciones termodinamicas para la formacién de diamante, y la composicion de la
atmosfera de gas debe proporcionar la velocidad de enfriamiento necesario para
evitar la transformacion de diamante a grafito. El rendimiento del diamante depende
en gran medida de la mezcla explosiva y los medios de refrigeracion'®*. La forma del
explosivo también influye en el rendimiento; la forma ideal es esférica pero por
conveniencia una carga cilindrica se utiliza regularmente. La relacién entre la masa
de los explosivos y la masa de los medios circundantes también influye en el

rendimiento.

Tabla 3. Informacién adicional de la forma seca de nanodiamantes de

detonacion utilizados en el desarrollo de esta investigacion.



Impurezas (%) Fe<1.2; Ca+Zn+Cr+Ni+Cu+Mn<2

Contenido de carbono no diamante (%) | <6

Area superficial especifica 290 m?/g

Potencial zeta -5015 eV

Fuente: PlasmaChem, 2011.

Las aplicaciones biomédicas establecen altos estandares de pureza de los
nanomateriales, asi que el desarrollo de productos de detonacion de NDs de ultra
alta pureza sigue siendo un objetivo importante. Ademas de la fase de diamante, el
hollin de detonacién contiene tanto grafito en estructuras similares (25 a 45% en
peso) como impurezas incombustibles (metales y sus 6xidos, 1 a 8% en peso). Las
impurezas metalicas se originan a partir de un detonador y de las paredes de la
camara de detonacioén. El contenido de impurezas de los NDs producidos por
sintesis de detonacion es mayor cuando se compara con otros diamantes artificiales
(por ejemplo, los diamantes HPHT deben contener no menos de 96% de carbono).
Después de las etapas de purificacion tipicas, los polvos de NDs por detonacién
pueden ser considerados un compuesto que consta de diferentes formas de carbono
(80% a 89%), nitrégeno (2% a 3%), hidrogeno (0.5% a 1.5%), oxigeno (hasta 10%) y
un residuo incombustible (0.5% a 0.8%). La fase de carbono consiste en una mezcla
de carbono de diamante (90% a 99%) y de no diamante (1% a 10%) "* (véase la
figura 29).

Para la purificacion del hollin de detonacion, se utilizan métodos mecanicos
y quimicos. Después de eliminar mecanicamente aditivos del proceso, el polvo de
diamante de carbono se somete, por ejemplo, a la oxidacion térmica con acido
nitrico bajo presion para separar la fase diamante!34. En este método, los metales se
disuelven y el carbono no diamante se oxida de forma simultdnea. Otro de los
métodos clésicos de purificacion, se basa en el uso de oxidantes liquidos para la

eliminacion de impurezas.
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Figura 29. Esquema tentativo de los componentes estructurales mayoritarios del
hollin de detonacién y los hanodiamantes comerciales.

Fuente: Kruger y Boedeker, 2008.

8.3.2 Diversas Propiedades Opticas de los Nanodiamantes por Detonacién

El espectro Raman para nanodiamantes de detonacién utilizados en este andlisis
muestra una impresion tipica de carbono amorfo (pico a aproximadamente 1400 cm-
1. El hombro caracteristico de los NDs en 1332 cm™ es también visible en el
espectro Raman (ver Figura 30).

La espectroscopia de correlacion de fotones se basa en la dispersion
dinamica de la luz de la muestra. El tiempo de decaimiento es del orden cerca de los
NDs causado por su movimiento browniano se utiliza para evaluar el tamafio de las
nanoparticulas a través de la relacion de Stokes-Einstein (ver figura 31).

Un andlisis méas detallado del espectro de difraccion de rayos X sugiere que
los agregados formados por los NDs por detonacion tienen una estructura espacial
extendida compuesta por nueve o diez grupos, cada uno afecta a cuatro o cinco

cristalitos con un enrejado de diamante como el cristal (ver figura 32)%.
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Figura 30. Espectro Raman de los nanodiamantes por detonacién.

Fuente: PlasmaChem, 2011.
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Figura 31. Espectroscopia de correlacion de fotones de nanodiamantes por
detonacion. La figura muestra la mayoria de las particulas en la muestra con un
radio promedio de alrededor de 100 nm, indicando cierto grado de agregacion.
Fuente: PlasmaChem, 2011.

8.4 Espectros de Luminiscencia de los Nanodiamantes Obtenidos por

Detonacién



El espectro de luminiscencia de los NDs por detonacion (ver figura 33) a
temperatura ambiente consiste en una banda estructurada amplia que abarca desde
los 500 nm hasta aproximadamente los 900 nm. Los dos picos a 588 nm y 633 nm

corresponden a la posicién de los centros (NV)°y (NV) en la red de los NDs.
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Figura 32. Difraccion de rayos X de NDs por detonacién. La ecuacién escrita sobre
la grafica es la ecuacion de Scherrer usada para obtener el tamafio de los cristalitos
de NDs.

Fuente: PlasmaChem, 2011.

8.5 Dependencia a la Temperatura de los Espectros de Luminiscencia de los
Nanodiamantes Obtenidos por Detonacién

La dependencia del espectro de emisién de los NDs por detonacién a la temperatura
dentro del rango biolégicos (30-60°C) ha sido estudiado®’. Los resultados se
muestran en la figura 34. En general, la intensidad global parece disminuir cuando la

temperatura se eleva.
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Figura 33. Espectro de emision de NDs por detonacion a temperatura ambiente,
excitados con un laser de argén a 488 nm.
Fuente: Ramirez-Hernandez, 2011.

El comportamiento de esta grafica no muestran una tendencia simple debido a la
complejidad de sus variables, con muchos altibajos y hombros. Estas conductas
complejas implican que la estructura de vibracion en los espectros de emision de
los centros de vacantes de nitrdgeno esta muy alterado por la temperatura, por lo
gue no obtenemos las tendencias individuales de calibracién de temperatura. De
hecho, para dar cuenta de las caracteristicas espectrales en el espectro de la
figura tenemos que considerar que cada espectro de emision es la convolucién
de las relacionadas con las N-VO y NV-centros. Ademas, debido a la fuerte
acoplamiento a la red huésped, cada espectro muestra un niamero de lineas de
vibraciéon de acuerdo con las transiciones posibles diversas predichas por el

diagrama de coordenadas de configuracion (ver figura 35).
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Figura 34. Respuesta de los espectros de emision de los NDs por detonacion a

la temperatura.

Fuente: Ramirez-Hernandez, 2011.

8.6 Obtencion de una Escala Nanotérmica a partir de la Luminiscencia de los

Nanodiamantes Obtenidos por Detonacion

De acuerdo con Ramirez-Hernandez y con el fin de obtener una forma apropiada
para la deteccion de temperatura, cuatro espectros de luminiscencia diferentes
obtenidos en 30, 40, 50 y 60° C se normalizaron a 1. La observacion de las lineas de

fonones cero a 588 nm (N-V°) mostraron que la intensidad de este pico se redujo

con la temperatura®®’ (ver figura 36).



ZPL

Figura 35. Diagrama de coordenadas configuracionales generales del centro N-V de
los NDs por detonacion. Debido al efecto Jahn-Teller, ambos modos locales al y e
se acoplaran en la banda de vibracion de emision. La transicion de linea de fonén

cero ocurrird entre los estados de vibracion fundamentales n=0 y m=0.

Fuente: Webber et al., 2010.

La relacion entre las dos intensidades de las lineas de fondn cero (Isss/less) se
representa frente a la temperatura. La figura 37 muestra la respuesta lineal de la
relacion Isgs/lsss a la temperatura dentro del rango fisiolégico. El valor de R? = 0.9835
indica que esta tendencia representa una manera adecuada de medir indirectamente
la temperatura a escala nanométrica utilizando el espectro de la luminiscencia de los

NDs de detonacion.
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Figura 36. Cuatro espectros de luminiscencia normalizados de nanodiamantes de
detonacion a 30, 40, 50 y 60 ° C.

Fuente: Ramirez-Hernandez, 2011.
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Figura 37. Escala nanotérmica de nanodiamantes por detonacion.

Fuente: Ramirez-Hernandez, 2011.



9. CONCLUSIONES

En los ultimos afios, hemos sido testigos de un tremendo avance en el desarrollo de
nano-diamantes de detonacion para aplicaciones terapéuticas y bioimagen. El éxito
de la exploracién y los estudios en el campo de la biomedicina han demostrado que

estos nanomateriales son totalmente biocompatibles.

La banda de emisién de los NDs por detonacion muestra claramente la
presencia de dos centros activos N-V relaciones. Estos centros corresponden a
(NV)%y (NV), defectos en la red cristalina de los NDs.

El espectro de emision de los NDs por detonacion presenta una alta
dependencia a la temperatura en el rango fisiolégico y se puede utilizar para obtener
una escala nanotérmica apropiada para medir con precision la temperatura en

ambientes nanomeétricos.

Se ha demostrado un método para medir con precision la temperatura a

partir del analisis del espectro de luminiscencia de NDs por detonacion.



10. RECOMENDACIONES

Se recomienda promover investigaciones sobre los mecanismos de internalizacion
celular de nanodiamantes por detonacion y otros nandiamantes de mayo tamafio en
lineas celulares cancerosas. Conocer la regidn en se localizan dichas nanoparticulas

ayudara a poder garantizar la eficiencia de las aplicaciones médicas.

La citotoxicidad de las nanoparticulas de mayor tamafio debe ser verificada.
La porosidad de los canales celulares juega un gran papel en el efecto que tiene el

tamario de las nanoparticulas y su toxicidad.

No hay estudios relevantes sobre la excitacion a dos fotones de
nanodiamantes por detonacion y sus posibles aplicaciones para bioimagenologia de
alta profundidad. Esto abriria una nueva oportunidad para que los nanodiamantes
puedan tener un mayor acceso a tejidos profundos que no se alcancen a visualizar

con métodos diagndsticos convencionales.

Una vez conocido el mecanismo de internalizacion celular de los
nanodiamantes, se recomienda llevar a cabo estudios de hipertermia in vivo y
verificar experimentalmente la eficiencia real de estas sondas en la terapia térmica

contra el cancer.
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