Estado del Arte de la Biotdnica en México

PRESENTACION

La biofotdnica se encarga del uso de la luz en el estudio de procesos bioldgicos a nivel
molecular, celular y de tejidos. La interaccion de la luz con la materia resulta en procesos
tales como reflexion, transmision, absorcién, fluorescencia y esparcimiento, los cuales
pueden proveer informacion de un sistema, por ejemplo bioldgico, a diversos niveles:
molecular, celular y de tejido. Una caracteristica principal de la luz es que es no invasiva, lo
que la convierte en una poderosa herramienta de estudio en las ciencias de la vida, tanto a
nivel de ciencia basica como en ciencia aplicada (actualmente la luz se utiliza de manera
amplia en el diagndstico, el tratamiento y la cura de diversas enfermedades). Por su
naturaleza, la biofotdnica es una area multidisciplinaria que requiere de la participacion de
profesionales de la fisica, quimica, biologia, ingenieria y medicina, entre otras disciplinas.
Entre sus multiples lineas de avance, la biofotdnica se encarga de: el desarrollo de nuevas
fuentes de luminosas (coherentes e incoherentes), el estudio de la propagacion de la luz en
medios complejos (tales como los biologicos), el estudio de la interaccion luz-materia, el
analisis de la dinamica de frentes de ondas, el desarrollo de detectores méas sensibles, el
desarrollo y la aplicacion de la microscopia moderna, aplicacion de técnicas opticas (que
incluyen a la espectroscopia y la microscopia) para desarrollar sensores bioldgicos
altamente selectivos, la manipulacion de células y moléculas individuales por medios
Opticos, etc.

Estados Unidos y Europa han identificado a la biofoténica como tecnologias de excepcional
importancia para las economias basadas en el conocimiento. Globalmente, el valor del
mercado de la biofotdnica era de $28 billones de dolares en 2013 y se espera un
crecimiento de aproximadamente 11% entre 2014 y 2020. Se prevee que la biofotonica
transforme el sector salud globalmente dado el envejecimiento de la poblacién, alta
incidencia de enfermedades cronicas, la necesidad reducir tiempos de recuperacion y por lo
tanto reducir costos de los procedimientos médicos.

Cabe mencionar que en México, la industria biofotonica no existe y la investigacion en
biofotdnica se realiza en un buen nimero de instituciones, aunque de manera incipiente y
no coordinada, de ahi que surge la necesidad de tomar acciones para impulsar esta tematica
en nuestro pais ya que corremos el riesgo de retrasarnos ain mas con respecto al resto del
mundo. La idea de crear la red de biofotdnica se origind como resultado de la reunion
"Hacia donde va la fisica en México" organizada por el CONACYT, la AMC y el CCC el
10 de abril 2015. La reunion se dividid en varias ramas de la fisica y uno de ellos fue
Optica, donde participamos los siguientes investigadores: 1. Dr. Eugenio Méndez
(CICESE), 2. Dr. Karen Volke-Sepulveda (IF-UNAM), 3. Dr. Christopher Wood (IBT-
UNAM), 4. Dr. Alfonso Lastras Martinez (IICO UASLP), 5. Dr. Alfred U Ren (ICN-
UNAM), 6. Dr. Gabriel Ramos Ortiz (CIO) y 7. Dr. Rubén Ramos Garcia (INAOE)

Uno de los acuerdo de dicha reunion, fue recomendar a los organizadores, el impulso de la
biofotdnica, entre otras areas. Ahi mismo, se sugirié conformar la red de biofotonica. El Dr.
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Gabriel Ramos Ortiz (CIO) y el Dr. Rubén Ramos Garcia (INAOE), nos ofrecimos como
los coordinadores de llevar a cabo dicha tarea.

El objetivo de establecer la Red Nacional de Biofotdnica es conjuntar esfuerzos entre los
investigadores mexicanos para impulsar el estudio y la aplicacion de la luz en las ciencias
de la vida, identificar areas de oportunidad asi como hacer mas eficiente el uso de recursos
disponibles en nuestros laboratorios. Esto implica establecer y estrechar colaboraciones de
caracter interdisciplinario que fomenten la movilidad de estudiantes e investigadores. Asi
como explorar técnicas que pudieran tener un impacto en la medicina para obtener un mejor
diagnostico y tratamiento de ciertas enfermedades.

A finales del 2015 se hizo un llamado a la comunidad cientifica del Pais a participar en
dicha red mediante envio de correos electronicos. Posterior a la fecha de aprobacion por
CONACYT, en julio 2016, ha habido un creciente interés de participar en las actividades de
la red de diversas partes del Pais, dado que la primera llamada no alcanzo a todos los
investigadores del pais trabajando en biofotonica en México.

La Red Tematica de Biofotonica 2016 esta constituida por 198 miembros (119
Investigadores, 79 estudiantes). Los miembros se agruparon segun su interés principal en
una de las siguientes 9 areas y coordinados por un miembro del CTA: 1) Pinzas dpticas y
micromanipulacion, Dr. Braulio Gutierrez Medina (IPICYT); 2) Propagacion de luz en
medios altamente esparcidores y speckle laser imaging, Dr. Julio C. Ramirez San Juan
INAOE); 3) Tomografia fotoacustica, fendmenos fototérmicos y biosensores, Dr.
Crescencio Garcia Segundo (CCADET UNAM); 4) Terapia fotodinamica, Dra Teresita
Spezzia Mazzocco (INAOE) y Dra Eva Ramén Gallegos (ENCB-IPN); 5 Microscopia
Optica y Espectroscopia, Dr, Christopher Wood (LNMA-IBT UNAM); 6) Materiales para
biofotonica, Dr. Gabriel Ramos Ortiz (CIO); 7) Cavitacion, Dr. Francisco Perez Gutierrez
(UASLP); 8) Procesado de Iméagenes Médicas, Dr. Jousé Alvarez Borrego (CICESE); 9)
Optica visual, Dr. David Iturbe Castillo (INAOE)

Uno de los objetivos de la Red Tematica fue crear un documento del Estado del Arte de la
Biofotonica en México. Se trata de un primer intento de evaluar el nivel de desarrollo de la
disciplina en México. Los miembros del CTA que se responsabilizaron de cada capitulo
consultaron a sus colegas y recabaron informacién con base en documentos publicados e
informacion accesible por internet. Tanto ellos como el coordinador de la Red declaramos
haber hecho nuestro mejor esfuerzo para ser lo mas incluyente posible, pero estamos
conscientes de las limitaciones de este reporte. Ante las omisiones que seguramente
cometimos, solicitamos a quienes fueron involuntariamente olvidados, nos contacten para
subsanar las carencias en futuras versiones.

Dr Ruben Ramos Garcia
Coordinacion de Optica, INAOE
Coordinador

Red Tematica de Biofotonica
Puebla, Pue, Diciembre 2016
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Introduccion: Biofotonica y la salud

Dr. Celso Ramos Garcia
Centro de Investigaciones sobre Enfermedades Infecciosas, Instituto Nacional de Salud
Publica.

Actualmente México esta atravesando por una transicion demogréafica y epidemioldgica que
tiene repercusiones en la salud de la poblacion. Asi, ha habido un incremento de las
enfermedades cronicas y degenerativas como la hipertension, la diabetes, una variedad de
tumores, enfermedades neurolodgicas, etc., que afectan principalmente a las personas en
edad productiva. Por otro lado, se creia que las enfermedades infecciosas y parasitarias
habian dejado de ser un problema de salud pablica, sin embargo las evidencias sefialan que
no solo se han incrementado diversas enfermedades infecciosas y parasitarias, sino también
han aparecido nuevas enfermedades (emergentes) asociadas con la aparicion de nuevos
agentes patdgenos y también la re-aparicion de enfermedades que ya se habian controlado
(re-emergentes) o la presencia de enfermedades que han persistido en la poblacion
(persistentes o enfermedades “olvidadas” o del rezago social) que por diversas razones ha
sido dificil su control o erradicacién y que generalmente estdn asociadas con diversos
determinantes sociales como la pobreza, la precariedad de la vivienda, la falta de los
servicios basicos (p.e. acceso al agua potable, la eliminacién de la basura, etc.), y el acceso
a la atencion médica y los medicamentos.

Sin duda uno de los problemas relacionados con las enfermedades crénicas (no
infecciosas) y las enfermedades infecciosas y parasitarias, es el diagndstico temprano que
permita una intervencion médica adecuada y oportuna; generalmente en el caso de las
enfermedades crénicas y degenerativas el diagnostico es tardio y hace dificil su tratamiento.
En algunas enfermedades como el cancer cérvico-uterino (Cacu), existen herramientas de
diagnostico que pueden detectarla en las primeras etapas de la enfermedad, sin embargo
muchas mujeres no asisten a los servicios de salud para la realizacion de los estudios de
diagnostico. Por otro lado, algunos procedimientos de diagnostico son invasivos y poco
sensibles y especificos, por lo que se requieren mejores herramientas que sean faciles de
realizar, que no sean costosas y que tengan una elevada sensibilidad y especificidad.
Bésicamente el diagndstico de las enfermedades tanto crénicas y degenerativas como las
infecciosas y parasitarias, se hace desde el punto de vista médico-clinico, epidemioldgico y
con herramientas inmunoldgicas y de biologia molecular. Asi, es comln el uso de técnicas
que permiten detectar anticuerpos contra diversos antigenos asociados con enfermedades
cronicas y degenerativas, y también contra moléculas que distinguen a los agentes
infecciosos y parasitarios. Las técnicas inmunoldgicas mas comdnmente utilizadas se basan
en marcar anticuerpos con fluoréforos (pe. Isotiocianato de fluoresceina) o enzimas que
permiten detectar antigenos de paréasitos y/o anticuerpos en fluidos bioldgicos o tejidos; su
principal inconveniente es la reactividad cruzada (moléculas compartidas entre diversos
parasitos). Actualmente es cada vez mas comun el uso de herramientas de biologia
molecular (p.e. amplificacion de acidos nucleicos a partir de diversos fluidos biologicos
(p.e. suero, plasma, liquido cefalorraquideo, saliva, orina, etc.) y de tejidos (p.e. biopsias y
necropsias); el uso de estas herramientas han sido de gran utilidad ya que son altamente
sensibles y especificas, sin embargo son relativamente caras, se requiere personal
calificado, equipo e infraestructura especializada para llevarlas a cabo. En algunas
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infecciones virales es posible detectar el agente causal durante la fase de viremia (virus en
sangre), sin embargo ésta puede ser de poca duracién y la factibilidad de detectar los virus
en sangre, es limitada; en algunos casos es posible detectarlos en las células y tejidos como
sucede en la infeccion por el virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) que infecta
linfocitos CD4+ o que se integra al genoma de las células, en otros casos como la infeccién
por Trypanosoma cruzi (agente causal de la enfermedad de Chagas) es posible visualizar el
parésito en la sangre durante la fase aguda (de corta duracién y donde el tratamiento
disponible puede eliminar el parasito) mediante técnicas parasitoldgicas convencionales
que son poco sensibles y especificas; posterior a la fase aguda, aproximadamente un tercio
de las personas infectadas evolucionan a la fase cronica (asintomatica o sintomatica) donde
los parésitos infectan una variedad de células y permanecen alli, causando con el tiempo un
proceso inflamatorio cronico asociado con alteracion de la funcién de los tejidos u 6rganos
(p.e. miocardiopatia chagésica crdnica); en esta fase no existe tratamiento efectivo. En esta
enfermedad en particular y en otras similares, es evidente que un diagnéstico temprano
altamente sensible y especifico, puede coadyuvar al tratamiento efectivo que permita la
curacion del paciente; en los casos crénicos sintomaticos el tratamiento convencional con
medicamentos puede mejorar la calidad de vida de los pacientes.

Las herramientas de diagndstico altamente sensibles y especificas son de utilidad no
solo para fortalecer la vigilancia epidemioldgica de las enfermedades mas comunes en una
localidad o regidn, sino también en el caso de epidemias con alto potencial de riesgo
internacional. Son notorios los casos de epidemias/pandemias que han ocurrido en este
siglo como son el Sindrome Agudo Respiratorio Severo (SARS, 2003), influenza AH1IN1
(2009), colera (2010), ébola (2014) y mas recientemente Chikungunya y Zika (2013- a la
fecha); en algunas otras enfermedades causadas por virus a pesar de que existen
herramientas de diagndstico aprobadas por el Sector Salud, se requiere mejorar su
sensibilidad y especificidad. ElI uso de mejores herramientas de diagnostico se requiere
también en la vigilancia de las enfermedades zoondticas (transmisién de animales al
hombre), en los viajeros internacionales, migrantes, puestos de control sanitario (calidad
alimentaria) en puertos maritimos, aeropuertos y sitios de entrada terrestre (fronteras). Por
otro lado, se requieren mejores herramientas de diagndstico para la vigilancia de
microorganismos resistentes a los medicamentos como sucede en la tuberculosis cuyo
agente causal Mycobacterium tuberculosis, puede ser resistente a multiples antibi6ticos
(multi-drogo resistentes, MDR) o extensamente resistentes (XDR), situacion que representa
no solo un problema social y econdémico, sino también un verdadero problema de salud
publica a nivel internacional. En los parrafos anteriores hemos sefialado la necesidad de
mejorar los procedimientos diagndsticos no solo para las enfermedades infecciosas y
parasitarias, sino también para las cronicas y degenerativas y otros campos de la salud
publica y la salud animal.

Ramos-Garcia y cols, sefialan que la biofotonica tiene por lo menos 3 grandes areas
de aplicacion: el estudio de procesos organicos en seres vivos, el diagnostico y el
tratamiento de algunas enfermedades. Es claro que la terapia fotodindmica tiene un alto
potencial para el tratamiento de algunos tumores en humanos, debido a su accidn selectiva
en células malignas sin afectar las células sanas, esta intervencion contrasta con los efectos
secundarios de la radioterapia y la quimioterapia. Si se asume que las células tumorales
tienen un metabolismo diferente al de las células sanas, y que el foto-sensibilizador es
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retenido mayor tiempo por las células malignas, la aplicacion de la luz puede tener un
efecto deletéreo en estas células. Este mismo efecto pudiera ocurrir en células infectadas
con parasitos intracelulares como son los virus, protozoarios y algunas bacterias, por lo que
el uso de la terapia fotodindmica en procesos infecciosos, es altamente prometedor; también
es posible que su efecto sea efectivo no solo en células presentes en la circulacion
sanguinea, sino también en tejidos y organos infectados. Si esto fuera posible, seria factible
eliminar selectivamente linfocitos CD4+ infectados con el VIH sin afectar a las células
sanas, del mismo modo que células cardiacas infectadas con Trypanosoma cruzi serian
eliminadas sin afectar a las células sanas que rodean los nidos de amastigotes, al mismo
tiempo la eliminacion del paréasito influiria en la disminucion del proceso inflamatorio
caracteristico de la lesion cardiaca cronica. Este tipo de estudios se pueden realizar en
modelos animales en ratones infectados con cepas cardiotrépicas de Trypanosoma cruzi. La
eliminacién de células infectadas en la fase cronica temprana o fase indeterminada de la
infeccion, impediria el avance del proceso infeccioso (fase crénica sintomatica), etapa en la
que a pesar de la eliminacion de las células infectadas seria dificil recuperar la funcion
organica debido al dafio tisular independiente de la presencia del parasito y/o sus productos.

Sin lugar a dudas la aplicacion de las diferentes técnicas de la biofotonica requiere
la participacion de grupos multidisciplinarios para analizar su factibilidad de uso en
situaciones biologicas particulares. De este modo, el uso de las pinzas dpticas se puede
aplicar al estudio del tropismo celular y tisular de los microorganismos y entender con mas
detalle las interacciones de la célula susceptible con el parasito (interaccién huésped-
parésito), y el estudio de las moléculas de los parasitos que participan como ligando de
moléculas receptoras en la membrana de las células susceptibles. Originalmente la terapia
fotodindmica fue propuesta para el tratamiento del cancer, sin embargo actualmente hay
investigaciones gque apoyan su uso en la terapia de algunas enfermedades infecciosas e
inclusive su uso para controlar vectores (mosquitos) transmisores de una variedad de
agentes patogenos. Evidentemente, el potencial de aplicacién de la biofotdnica en el campo
de la salud publica, es altamente prometedor y lo constataremos en el futuro cercano con la
participacion de profesionales de diversas disciplinas.
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1.1. INTRODUCCION

1.1.1. Definicion e Historia

La TFD es una técnica innovadora que lleva a la destruccion selectiva de células, a través
de procesos biologicos activados por la luz. El desarrollo de la TFD se puede dividir en tres
periodos, segun los avances cientificos significativos:

1. Periodo de los precursores (3000 a.C. — 1957). En esta etapa se incluye la fototerapia
con un hito en 1900. Oskar Raab estudiante del Prof. Hermann Von Tappeiner de la
Universidad de Munich, encontraron que paramecios tefiidos con naranja de acridina
murieron cuando fueron colocados en zona muy iluminada. Posteriormente,
encontraron que la naranja de acridina se volvia toxica bajo iluminacién visible.
Usando este hecho, Von Tappeiner utilizd6 TFD para tratar carcinoma de piel. Niels
Finsen demostrd su utilidad en el tratamiento de viruela y lupus, lo que lo llevd a
obtener el premio Nobel de medicina en 1903. En este periodo se utilizaba luz UVA y
radiacion solar, y se emplearon colorantes y hematoporfirina no purificada como
fotosensibilizadores.

2. Periodo de los innovadores (1958-1975). Inici6 con el desarrollo del laser, que permitio
entregar la luz de forma mas eficiente, a través de una fibra dptica, y acoplarse a
endoscopios para tratamientos intersticiales. Se han realizado estudios para entender el
efecto de la luz sobre los tejidos y del desarrollo de equipos para la entrega de luz, se
obtuvo un derivado de la hematoprofirina, el precursor del Fotofrin, se introdujo el uso
de cultivos celulares, se pro6 la TFD en ensayos pilotos en ratones y humanos,
lograndose un gran avance en el conocimiento de la respuesta tumoral a esta nueva
terapia de reciente resurgimiento. Se confirmaron las hipétesis propuestas por los
precursores.

3. Periodo emergente (1976 a la fecha). Este periodo inicié con los estudios clinicos de
Kelly y Snell, en 1976, y Dougherty et al., en 1978, quienes dieron la seguridad y
confianza a la comunidad cientifica de la aplicacién de la TFD para tratar el cancer en
humanos. A partir de estos trabajos se han desarrollado nuevos fotosensibilizadores,
fuentes de luz, y con el apoyo de la biologia molecular y la ingenieria genética se han
dilucidado los mecanismos de respuesta celular, muerte celular inducida y resistencia a
la TFD. Con el apoyo de la nanotecnologia se han planteado estrategias para hacer
llegar el fotosensibilizador de una forma mas eficiente. Se ha establecido la TFD en
varios paises como opcion de tratamiento para lesiones no malignas, premalignas y
malignas con gran éxito. Ademéas se han sumado a la investigacion expertos de
diferentes areas como fisicos, quimicos, biélogos, médicos, etc. haciendo de la TFD
una herramienta multidisciplinaria.

1.1.2. Mecanismo de Accion de la TFD

La TFD requiere de un Fotosensibilizador (FS), que por lo general es un colorante inocuo
en ausencia de luz, que puede ser absorbido por las células o los microorganismos, una
fuente de luz con una longitud de onda adecuada y la presencia de oxigeno en la célula. El
colorante absorbe la luz y se excita, de tal manera que puede interactuar con el oxigeno
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presente y producir compuestos de oxigeno muy reactivos, causando un estrés oxidativo. El
estrés oxidativo representa un disturbio en el balance entre los prooxidantes (causantes del
dafo) y los antioxidantes, causando como consecuencia, la muerte celular.

La eficiencia de la TFD depende del tipo de Fotosensibilizador, la concentracion del mismo
y la localizacion intracelular, el tiempo de incubacién, los pardmetros de radiacion
(longitud de onda y densidad), la accesibilidad de oxigeno, generalmente se obtienen
mejores resultados cuando el tejido tiene mayor vascularizacion. Asi como también de la
susceptibilidad de la estructura blanco, incluidos los mecanismos de defensa antioxidantes
y de la suficiente penetracion de la luz (Krammer 2014).

Los compuestos FSs poseen una configuracion electronica estable (Figura 1). Cuando el
FS absorbe un fotdon de una longitud de onda especifica, ocurre un salto cuantico del
electron y la molécula es promovida a un estado de excitacion inestable de corta duracion
(10 a 10™). En este estado ocurren rapidamente varios procesos. EI FS puede regresar al
nivel bajo de energia a través de la emision de un foton en forma de fluorescencia, o por
conversion interna con pérdida de energia en forma de calor. Alternativamente, la molécula
puede excitarse al estado triplete (Lyon et al., 2011) en un nivel de energia mas bajo que el
singlete, pero de mayor duracion (microsegundos en lugar de nanosegundos).

Estado singlete L @ @
Relajacion
~_ noradiactiva j

ler Estﬁdo excitado

Estado triplete
Luz r\
W fluorescencia

I
fosforescencia

\ 4

Estado base
Figura 1. Diagrama tipico de un Fotosensibilizador.

El estado singlete de excitacion interactia con el entorno molecular via reacciones tipo I,
mientras que el estado triplete interactla a través de reacciones tipo Il. Las reacciones tipo |
permiten la formacion de radicales libres a través de transferencia de hidrégeno o
electrones, que reaccionan con el oxigeno y producen especies de oxigeno reactivo, tales
como, perdxido o aniones de superdxido, los cuales atacan a los blancos celulares. Las
reacciones tipo | producen oxigeno molecular en estado singlete y pueden causar dafio
directamente por la accion de los radicales libres (Lyon et al., 2011; Cronin et al., 2014).

Bajo iluminacion, el FS es excitado al primer estado de excitacion. De ahi puede regresar al
estado base mediante la emision de un foton (fluorescencia) o es posible que el electron sea
transferido no radiactivamente al estado triplete de la molécula. En el estado triplete, la
molécula puede regresar al estado base mediante la emision de un fotdn de menor energia
que el incidente (fosforescencia) o puede interactuar con moléculas del medio ambiente y
producir agentes reactivos de oxigeno. Por ejemplo, el estado base del oxigeno molecular
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O, es el triplete y cuando reacciona con el FS en su estado triplete pasa al estado singlete
(*0,), el cual es altamente reactivo. Otros agentes reactivos pueden ser producidos, como
iones superperoxidos, hidroxido, peroxidos de hidrégeno (O,, OH y H,0,). El efecto
antitumoral de los agentes reactivos de oxigeno deriva en tres mecanismos: el efecto
citotdxico directo sobre las células tumorales, dafio en los vasos sanguineos que irrigan al
tumor y la induccion de una fuerte reaccion inflamatoria con la respectiva respuesta
inmunitaria. Los puntos decisivos para una TFD exitosa son: una apropiada oxigenacion,
buena distribucion del FS y suficiente penetracion de la luz.

1.1.3. Fotosensibilizadores

Los FS consisten en largos sistemas conjugados de dobles enlaces con un cromdforo al
centro y cadenas auxiliares que son las responsables de las futuras delocalizaciones de
electrones, alterando asi los espectros de absorcion de los FS. Estos usualmente son
moléculas colorantes, organicas y aromaticas. Un FS efectivo tipicamente deberia ser
altamente lipofilico, con minima o ninguna toxicidad en oscuridad, bajo potencial
mutagénico y alta estabilidad quimica. Deben tener la habilidad de acumularse
preferentemente en el tejido o célula blanco y ser rapidamente eliminados para prevenir
fotosensibilizacién prolongada. Usualmente se clasifican en cuatro grupos quimicos:
porfirinas, fenotiazinas, ftalocianinas y cido aminolevulinico (Calzavara et al., 2012).

En la actualidad se estan evaluando diversos compuestos naturales con propiedades
Fotosensibilizadoras, ejemplo de estos son los trabajos de Dovigo et al., (2011) quienes
realizaron estudios in vitro sobre la suceptibilidad de Candida spp. hacia un pigmento
denominado curcumin (408 y 430 nm). El pigmento de color amarillo fue extraido de
rizomas de Curcuma longa, una planta utilizada como especie de cocina y como colorante.

Es importante mencionar que aunque hay un numero significativo de compuestos que
pueden actuar como FSs, solo unos cuantos estan aprobados para uso en humanos. Las
porfirinas fueron las primeras en obtener la aprobacion federal para uso clinico, en Canada
en 1993, seguido por otros paises, incluida la FDA en Estados Unidos en 1995. Otros
compuestos comerciales aprobados son: Porphyrins Levulan (Dusa Pharmaceuticals,
Wilmington, DA, USA), Photophrin y Vysudine (QLT, Vancouver, BC, Canada), el
precursor de porfirina ALA representado por Levulan y Metvix (Photocure ASA, Oslo,
Norway), las clorinas Foscan (BioLitec Pharma, Jena, Germany) Photochlor (RPCI,
Buffalo, NY, USA) y LS11 (Light Sciences, Snoqualmie, WA, USA).

Las consideraciones para la seleccion del FS adecuado incluyen: la penetracién de la luz
dentro del tejido bioldgico (el espectro rojo penetra 3.0 mm, y el espectro azul 1.5 mm) y la
produccién de pigmentos enddgenos que pueden interferir con la absorcion de la luz (p. ej.
melanina de hongos dematiaceos causantes de cromoblastomicosis).

En la Tabla 1 se presentan los principales FSs del grupo de las porfirinas y sus principales
aplicaciones clinicas para el tratamiento de enfermedades cancerosas.
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Tabla 1. Principales FS del Grupo de las Porfirinas.

FS MARCA ) VENTAJAS APLICACIONES CLINICAS EN CANCER
DE..

Polihematopor = Photofrin = 630 Alta efectividad, Colon, géastrico, cervical, es6fago de Barret

phyrin ester ® nm relativamente no (Moan and Peng, 2007, Triesscheijn et al.,

téxico 2006), carcinomatosis peritoneal y sarcomatosis

(Hahn et al. 2006)

Derivados de Photoge @ 630 Amplio rango de piel, tracto digestive, gastrointestinal, vejiga,

hematoporfiri = m® nm aplicacion cervical y vaginal (Chissov et al., 1995)

na (HpD)

Polihematopor = Photosan = 633 Prometedorresulta = Piel y membranas mucosas, como fase Il en

phyrin ® nm do cénceres de tumors intracraniales (Maier et al., 2002)

cabeza

Y- Levulan 635 Facil aplicacion y | Actinic keratosis (AK); carcinoma basal (Moan

Aminolevulinic ® nm con buenos | and Peng, 2007; Triesscheijn et al., 2006);

acid resultados vejiga, carcinomas cutaneous, afecciones no

(5-ALA) cosméticos malignas de piel, prostata (Bayés and Rabasseda
2008)

Methyl-ester 5- Metvix® 635 Buena Piel no melanoma, actinokeratosis, carcinoma

ALA (MAL) nm penetracion basal, (Szeimies et al., 2002; Horn et al.,2003;
PhotoCure ASA, 2002; Kramer and Plaetzer,
2008)

Benzoporphyri = Visudyne 692 Rapida eliminaciéon degeneracion  macular  aguda  (AMD),

n derivative ® nm y baja neovascularizacion coroidea (CNV) (Tano,

(BPD); fotosensibilidad 2008; VIP report no. 1. Ophthalmology. 2001;

verteporfin

Bressler, 2001)

Fuente: Zawacka-Pankau et al, 2008.

1.1.4. Terapia laser de bajo nivel (LLLT, por sus siglas en inglés)

El resultado de condiciones de baja dosis de luz en la TFD da como resultado una terapia
subletal que no llega a erradicar enfermedades. Condiciones que también se presentan en
las capas internas 0 mas profundas de los tejidos irradiados, en donde la luz Ilega en menor
proporcion que en la superficie. Sin embargo, la luz en dosis bajas si tiene efectos benéficos
importantes, ya que puede inducir reacciones fisiologicas favorables al interaccionar con
estructuras y moléculas subcelulares. (Krammer 2014,).

La terapia laser de bajo nivel o LLLT por sus siglas en inglés, es una técnica novedosa que
utilza dosis bajas de luz para el mejoramiento de la calidad de vida de las personas. Es
especialmente atil para estimular la cicatrizacion, aliviar el dolor o la inflamacién y para
restaurar el funcionamiento. Los protones de la luz son absorbidos por los croméforos de
las mitocondrias de las células en la piel. Como consecuencia, se lleva a cabo el transporte
de electrones, la liberacion de oxido nitrico, trifosfato de adenosina, se incrementan las
especies reactivas de oxigeno y se activan diversas vias de sefializacion internas. En este
proceso se pueden activar las células madre permitiendo un aumento en la reparacion del
tejido y la cicatrizacion. En dermatologia tiene efectos muy favorables para el
rejuvenecimiento de la piel, disminuir cicatrices de acné o cicatrices hipertroficas, tratar la
psoriasis y para la curacién de quemaduras. Ademas, la LLLT puede reducir el dafio
ocasionado por la luz UV. En el tratamiento del vitiligo puede incrementar la pigmentacion
estimulando la proliferacion de melanocitos y reducir la despigmentacion inhibiendo la
autoinmunidad (Avci et al., 2013).

13



Algunos reportes in vivo incluyen el tratamiento de problemas bucales, como la
osteonecrosis de mandibula (Minamisako et al.,, 2016), el tratamiento de bolsas
periodontales. Pribac et al., 2016) y la mejora en la cicatrizacion después de extraer piezas
dentales (Batinjan et al., 2013).

1.2 MECANISMOS DE MUERTE CELULAR INDUCIDOS POR LA TFD

A nivel molecular, la TFD induce mecanismos de muerte que dependen de la localizacion
subcelular del FS en particular, asi como de la dosis fotodinamica empleada. La
distribucion del colorante dentro de la célula es importante ya que dependiendo de la
localizacion intracelular pueden desencadenarse procesos distintos de muerte celular. La
carga del compuesto también es importante, ya que los compuestos con carga positiva se
acumulan mejor en mitocondrias, a diferencia de los compuestos con carga negativa que
prefieren los lisosomas. Algunos compuestos pueden penetrar y localizarse en méas de un
sitio. Ademas, los compuestos lipofilicos se unen mejor a las lipoproteinas (preferidas de
células cancerosas), en cambio los compuestos hidrofilicos se unen mejor a proteinas como
la albumina.

Los dos blancos de TFD mejor estudiados son, lisosomas (lyso-TFD) y mitocondrias (mito-
TFD). Dependiendo no solo de la localizacion del Fotosensibilizador y de la cantidad de
especies reactivas generadas, sino también de la respuesta de defensa celular general e
inmediata a través de mecanismos antioxidantes. Las proteinas y los lipidos se oxidan, el
DNA no parece dafarse, a excepcion de que esté muy préximo a la membrana nuclear, muy
pocos FSs pueden atravesar la membrana nuclear (Krammer et al., 1993). Esto soporta el
poco efecto mutagénico que puede llegar a producir la TFD. La induccion de un dafio
minimo es obviamente tolerado por las células o hasta puede presentarse un efecto de
estimulacion por algunos Fotosensibilizadores.

El efecto de los agentes reactivos de oxigeno deriva de tres mecanismos: el efecto directo
sobre las células, el dafio a los vasos sanguineos que estan cerca, con la consecuente
disminucion en el suministro de nutrientes y la induccién de una fuerte reaccion
inflamatoria con la que se promueve una mejor respuesta inmunitaria del cuerpo contra la
células malignas. El fotodafio puede llevar a cualquiera de los métodos naturales de muerte
celular: necrosis, autofagia o apoptosis.

La apoptosis 0 "muerte celular programada™ es una forma de suicidio celular genéticamente
definida, que puede ser activada por diversos factores, incluyendo el dafio a estructuras
subcelulares ocasionado por la produccion de especies reactivas de oxigeno del proceso de
TFD. La necrosis en cambio es un tipo de muerte ocasionado generalmente por lesiones
celulares irreversibles. La célula opta por la apoptosis o la necrosis dependiendo del
suplemento de energia intracelular disponible, ya que, la apoptosis es un proceso de gran
consumo de energia dependiente de ATP o fuentes de alta energia (Berlanda et al., 2006).
Si el dafio es demasiado grave, la energia celular muy baja o se pierde la membrana
citoplasmatica, entonces la células optan por la necrosis. (Krammer et al., 2014). La
induccion de la necrosis también es promovida por la permeabilidad de la membrana
celular, la cual puede ocurrir por la localizacion del Fotosensibilizador en este sitio.
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La autofagia es conocida como un proceso de autoreparacion. Puede jugar un papel
protectivo promoviendo la supervivencia celular después de una dosis de TFD sub-letal.
Sin embargo, también puede promover la muerte celular cuando la apoptosis es inducida
pero no se lleva a cabo debido a la ausencia de proteinas proapoptéticas como Bax y Bak
(Reiners et al., 2010). O con la presentacion de antigenos de respuesta inmune antitumoral
(Mroz et al., 2010).

1.3 APLICACIONES DIAGNOSTICAS Y DE TRATAMIENTO EN MEXICO Y EN
EL MUNDO

1.3.1 TFD Antitumoral

La terapia fotodindmica (TFD) estd bien establecida como una modalidad de tratamiento
clinico de diversas enfermedades, incluyendo el cancer y sus lesiones premalignas, asi
como para la eliminacién de infecciones por virus, bacterias y hongos tanto en humanos
como en otros mamiferos. Incluso el efecto fotodinamico se ha empezado a utilizar en la
industria para la esterilizacion de fluidos bioldgicos. Actualmente se usa como herramienta
de diagnostico para delimitar las células transformadas y para mejorar la respuesta de la
terapia porque ayuda a realizar cinéticas de acumulacion de los fotosensibilizadores.

Los paises en los que se utilizan ambas modalidades en la clinica son: Japon, Canada,
Estados Unidos de Norte América, Italia, Espafia, Rusia, Corea del Sur, China y paises de
latinoamérica como Brasil, Argentina, Chile, México, Venezuela, San Jose, Costa Rica,
Guatemala, Honduras, Nicaragua, Panama, Republica Dominicana, El Salvador y Trinidad
y Tobago entre otros, para tratar principalmente el cancer de piel no melanémico y el
esofago de Barret, y patologias no cancerosas como la queratosis actinica, degeneracion
macular y el acné.

En especial en México es utilizada para tratar una patologia no cancerosa, la degeneracion
macular, en el hospital Conde de Valenciana desde el afio 2001, el es6fago de Barrett en los
hospitales Manuel Gea Gonzéalez y el Instituto Nacional de Cancerologia de la Secretaria de
Salud Publica desde el 2008; y la queratosis actinica, carcinoma basocelular y con fines
cosmetoldgicos en instituciones privadas como en el hospital San José del Tecnoldgico de
Monterrey, Hospital Médica Sur y dermat6logos en sus consultorios en diferentes estados
de la republica. En el 2015 la cofepris autorizo la TFD para tratar el cancer de prostata con
la Terapia Fotodindmica Focalizada Vascular (VTP) de Tookad Soluble, de Steba Biotech
laboratorios en Guadalajara. En la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del Instituto
Politécnico Nacional, en asociacion con instituciones de salud, ha implementado la terapia
fotodinamica para el tratamiento de lesiones premalignas del carcinoma cervicouterino y/o
infeccion del virus de Papiloma Humano (Auricchio 2007, Praxis 2008, Verdiguel et al.,
2010, Franque 2008, Health-Tourism.com. 2013).

1.3.2 TFD Antimicrobiana

Los principales microorganismos blanco para la fotoactivacion son las bacterias. No
obstante, existe mucha diferencia en la efectividad de la aTFD entre bacterias Gram
positivas y Gram negativas. Las bacterias Gram positivas son sensibles a la fotoactivacion
(Koémerik et al., 2014). EIl efecto antibacterial se consigue por fotoinactivacion mediado
por substancias fotosensitivas con diferentes estructuras quimicas (de carga positiva,
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negativa y neutra). De forma contraria las bacterias Gram negativas son usualmente
resistentes a la accion de FSs de carga negativa o neutra (Kasimova et al., 2002).

Esta discrepancia puede explicarse por las diferencias en la estructura de la pared celular.
Las bacterias Gram positivas tienen una capa de peptidoglicano exterior y acido
lipoteicoico que aportan permeabilidad y permiten la penetracion de los FSs a través de la
membrana citoplasmatica. La pared de las bacterias Gram-negativas es mas compleja, hay
una membrana externa compuesta de fosfolipidos de doble capa, con lipopolisacaridos por
encima de la capa de peptidoglicano més delgada. La pared de las bacterias Gram negativas
es solo ligeramente permeable para moléculas grandes e hidrofébicas. Los compuestos con
carga negativa no pueden penetrar la capa de lipopolisacéridos (Hamblin and Hasan 2004,
Ryskova et al., 2010).

Algunas bacterias son naturalmente resistentes a las estructuras cationicas, con lo que
disminuye el efecto de inactivacién mediada por FSs con carga positiva. Otras en cambio,
pueden acumular porfirinas de forma natural, por lo tanto, pueden inactivarse utilizando
solamente luz a ciertas longitudes de onda (Hamblin et al., 2005).

Son muchos los estudios que confirman la inactivacion bacteriana con diferentes FSs in-
vitro Uliana et al., 2014, Gerola et al. 2011, Hakimiha et al., 2014, Alvarenga et al., 2015.
Y existen diversos reportes clinicos que ratifican la eficiencia de la aTFD in vivo,
especialmente con bacterias dentales (Bassetti et al., 2013, Tennert et al., 2014).

Asi mismo, la eficiencia de la aTFD se ha confirmado también para hongos patdgenos in
vitro (Spezzia et al., 2016, Baltazar et al., 2013, Nunes et al., 2014, Lyon et al., 2011 Prates
et al., 2013) e in-vivo (Smijs et al., 2014, Tardivo et al.,2015, Yang et al., 2012). Y se han
estudiado las propiedades antivirales de la aTFD en la esterilizacion de paquetes celulares
sanguineos. Comprobando que es posible inactivar a los virus de la Hepatitis Ay B, VIH,
parvovirus, virus del Nilo Occidental, Herpes virus, y al Adenovirus (Costa et al., 2012).
Por ultimo, aungue en menor medida también existen reportes de la aplicacién in vitro de la
aTFD para protozoos como Plasmodium y Leismania [Aureliano et al., 2014, Santus et al.
1998, Ben-Hur et al, 1995, Pinto et al., 2016, Asilian et al., 2006, Bristow et al., 2006). Y
algunos estudios en animales contra protozoos como Tritrichomonas foetusafter (Machado
et al., 2014) e Ichthyophthirius multifiliis (Hader et al, 2016).

1.3.3 Otras investigaciones sobre TFD en México

La investigacion en ésta area ha crecido considerablemente en los Gltimos afios en México,
a partir de 1999 Eva Ramdn en la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del IPN realizo
estudios para determinar y cuantificar la presencia de delta-ALA en lineas celulares de
cancer cervicouterino. A partir de entonces la Dra. Ramon y su grupo han publicado varios
articulos de estudios relacionados con el uso de este Fotosensibilizador en el tratamiento de
cancer cervicouterino a través de la TFD. Para el 2007 reportaron la expresion de genes
involucrados en la biosintesis del heme sobre la TFD, la utilizacion de nanoparticulas de
oro con Protoporphyrin IX y su caracterizacion. También han trabajado en el estudio de la
cinética de la incorporacion intracelular de nuevas ftalocianinas sintetizadas en México, en
la inspeccién de microtopografia y analisis fractal de neoplasias de piel y en el efecto
promotor del butirato sodico para modular la expresion de genes en la TFD. Algunos
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caracterizaciones las realizaron en colaboracion con el Dr. Suren Stolik y el Dr. Juan
Manuel de la Rosa (ESIME-IPN).

Por su parte, el grupo del Dr. Juan Manuel de la Rosa y del Dr. Suren Stolik, han trabajan
desde el afio 2011 en el disefio y fabricacion de diversos equipos Opticos con aplicaciones
biomédicas, entre los que se incluyen: Un sistema de fotoirradiacion in vitro para la
aplicacion de TFD en cultivos celulares, un sistema de caracterizacion de tejidos de piel
mediante reflectancia difusa resuelta espacialmente, sistemas para obtener patrones de
fotoirradiacion intersticial, entre otros. (ref)

En 2013 la Dra. Eva Ramoén y su grupo empezaron un proyecto multicéntrico (Conacyt
147085) para aplicar la TFD utilizando delta-ALA en un grupo piloto de mujeres con
lesiones premalignas del cérvix uterino y/o infectadas con el VPH en los estados de
Oaxaca, Veracruz y CDMX, con resultados muy alentadores, ya que en promedio 8 de cada
10 mujeres eliminaron el virus de la VPH.

Recientemente la técnica de TFD se ha comenzado a aplicar en estudios para el control de
microorganismos. A partir del 2015 el grupo del Dr. Cerecedo Nufiez de la Universidad
Veracruzana, han trabajado con la eliminacion de hongos patdgenos de plantas utilizando
luz ultravioleta. Y en cultivos in vitro de hongos utilizando luz verde y eosina como
Fotosensibilizador. En este mismo periodo, la Dra. Teresita Spezzia Mazzocco y su grupo,
del INAOE-Puebla han trabajado con terapia fotodinamica antimicrobiana aplicada a
cultivos in vitro de hongos dermatofitos utilizando azul de metileno como
Fotosensibilizador. Finalmente, existen varios grupos de investigacion que muestran interés
por estas técnicas, como el grupo de la Dra. Guadalupe Delgado (CIBIOR-IMSS) quienes
estan iniciando investigaciones para utilizar la TFD en lineas celulares de cancer de mama.

1.4. AVANCES TECNOLOGICOS EN LA TFD

1.4.1 TFD Bifotonica

Un problema de la TFD es la baja penetracién de la luz visible en los tejidos, esto debido a
la absorcidn y dispersion de la luz haciendo que esta terapia no pueda aplicarse en tumores
muy grandes, sin embargo, la absorcién de la luz es mucho mas baja en la regién infrarroja
cercana (NIR) que esta entre 700-1300 nm, la cual es llamada la ventana dptica de los
tejidos bioldgicos (Ogawa y Kobuke, 2008). En la década de 1990 la TFD con absorcién
bifotonica en inglés two-photon excited photodynamic therapy (2PE-TFD) fue propuesta
por Bhawalkar et al., (Bhawalkar et al., 1996), se basa en la excitacion de una molécula con
un primer fotdn desde su estado fundamental hasta un estado excitado intermedio virtual,
después un segundo foton, absorbido simultdneamente, promueve la molécula desde el
estado intermedio virtual hasta el estado excitado singulete, la probabilidad de este evento
es muy pequefia, y es proporcional al cuadrado de la intensidad de la luz, asi la absorcion
de dos fotones so6lo se produce en el plano focal de un haz laser estrechamente enfocado. Es
importante mencionar que los estados excitados alcanzados de las moléculas por absorcion
de uno y dos fotones son idénticos. Las propiedades fotofisicas y fotoquimicas del
fotosensibilizador no son afectadas por el modo de excitacion (Goyan y Cramb 2000,
Samkoe et al., 2006).
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Actualmente se estan realizando estudios in vitro e in vivo principalmente con 3 estrategias:
1) fotosensibilizadores dimeros de porfirinas conjugados con grupos piridil cationicos, 2)
derivados de porfirinas acoplados a cromodforos 2PA, y 3) fotosensibilizadores 2PA
encapsulados en nanoparticulas. Estas tres estragias son prometedoras para la aplicacion de
la 2PE-TFD en pacientes (Bhawalkar 1996, Goyan Y Cramb 2000, Ogawa y Kobuke 2008,
Samkoe et al., 2006).

1.4.2 El uso de nanotecnologia en la TFD

La irrupcion de la nanotecnologia en las ciencias de la salud ha dado lugar a una nueva
disciplina denominada Nanomedicina, que quiza sea la rama de la nanotecnologia con
mayor proyeccion en el futuro inmediato debido a sus importantes aplicaciones,
especialmente diagnosticas y terapéuticas. Nanotecnologia se define como el proceso de
separacion, consolidacién y deformacion de los materiales por &omos o moléculas
(Khurshid et al., 2015). Mientras que la Nanomedicina se define como el monitoreo,
reparacion, construccion y control de sistemas bioldgicos humanos en un nivel molecular y
que se interconectan a nivel micro para interaccionar en el nivel celular, implementando
nanodispositivos y nanoestructuras (Bogunia-Kubik et al., 2002). Considerando que los
sistemas vivos estan gobernados por comportamientos moleculares a nanoescala donde las
piedras angulares de la vida (proteinas, &cidos nucleicos, lipidos, carbohidratos, etc.)
cuentan con propiedades determinadas por su tamafio, por dar un ejemplo, la hidroxiapatita
(el mayor componente inorganico del hueso) tiene un tamafo entre 2- 5 nm de grosor y una
longitud de 50 nm, mientras que el colageno (el principal componente organico del hueso)
es una triple Hélix de 300 nm de longitud, 0.5 nm de grosor y una periodicidad de 67 nm
(Ayad et al.,1994, Kaplan et al., 1994, Park et al, 1992). En comparacién con los métodos
convencionales, los sistemas creados en nanomedicina pueden ser disefiados mediante
ingenieria de los materiales, de tal manera que cuenten con mdltiples funciones integradas
en un solo sistema. De acuerdo al registro mantenido por clinicaltrials.gov (E.U.A) hasta el
2014 se registraron un total de 1,575 formulaciones en nanomedicina, de las cuales
alrededor de 1,381 se reconocieron para terapia contra el cancer (Liu et al., 2011, Kim et
al., 2008, Wicki et al., 2015).

El uso de las nanoparticulas (Np) como portadoras de fotosensibilizadores tiene un papel
importante como intermediario activo en el proceso de la terapia fotodindmica. Por lo tanto,
la Np en la TFD se clasifican por su funcion en dos clases: como portadoras pasivos y
activas para la excitacion del FS. Como portadores pasivos pueden ser sub-clasificados por
la composicion del material con base en polimeros biodegradables y no biodegradables, por
ejemplo NP de cerdmica y metdlicas; y se denominan activas por el mecanismo de
activacion en la terapia favoreciendo el proceso de excitacion del FS como es el caso de su
acoplamiento a moléculas antenas para su transferencia de energia (Chatterjee et al., 2008).
Nanohibridos de grafeno como agentes fotosensibilizadores de tercera generacion para
Terapia Fotodinamica (TFD). Como se conoce, la eficiencia de la TFD depende en gran
medida de las propiedades fotoquimicas, fotobioldgicas y farmacocinéticas de los agentes
Fotosensibilizadores (FS), los cuales a lo largo del tiempo han sido purificados,
modificados y catalogados en tres generaciones, cada una en vias de mejorar la eficiencia
de la TFD, donde la Nanotecnologia surge como una potencial herramienta que abre un
campo de grandes oportunidades de mejora.
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Los sistemas nanoestructurados en sus diferentes modalidades han llevado a la aparicion de
la tercer generacion de FS, para ser fotoactivados a mayores longitudes de onda, que
generen menor fotosensibilidad y ain mas importante, que sean mas especificos. Esta tercer
generacion consiste en la modificacion de los FS pre- existentes ya sea con conjugados
bioldgicos (péptidos/ anticuerpos) (Hudson et al., 2005), o bien conjugados o encapsulados
en sistemas de transporte (Taquet et al., 2013, Sasidharan et al. 1990).

En los dltimos afios y gracias a sus especiales propiedades Opticas, electronicas y
mecénicas, los nanomateriales de dos dimensiones (2D) han sido estudiados para multiples
aplicaciones biomédicas. Dentro de estos nanomateriales 2D, el Grafeno surge como el
material mas poderoso para diversas aplicaciones. En el laboratorio de Nanoestructurados
Multifuncionales del Instituto de Fisica, Laboratorio de Termofluidos de la Facultad de
Ingenieria y Laboratorio de Bioquimica, Patologia y Microbiologia de la Facultad de
Estomatologia de la U.A.S.L.P., se desarrollaron y probaron materiales Nanohibridos de
grafeno (Hernandez et al., 2016), que han demostrado una gran capacidad de produccién de
oxigeno singulete, absorcion en toda la region del espectro UV-vis-IR, proyectando el
aumento considerable de la penetracién de luz hacia los tejidos. Finalmente en estudios in
vitro se ha demostrado su eficiencia en la Inactivacion Fotodindamica de Candida spp. Esta
investigacion se llevd a cabo por medio del proyecto de Ciencia Basica SEP-CONACYT
166014 y se busca en una siguiente etapa en estrecha colaboracion con la empresa
Graphenemex, S.A. de C.V., el desarrollo de un prototipo para su validacion en ambientes
operativos simulados y en ambientes reales para TFD y para el disefio de nanosensores para
diagndstico médico.

1.4.3 Ildentificacion de genes involucrados en el proceso de TFD

La expresion de varios genes y proteinas se encuentran alterados después de la induccion de
apoptosis por TFD, dependiendo de la linea celular, el protocolo seguido y el tiempo
transcurrido después del tratamiento. Se ha demostrado que en el tratamientos de
carcinomas en humanos se pueden presentar activacion y desactivacion de genes de
regulacién concernientes a la apoptosis, citoesqueleto, y a la unién celular, al estrés
oxidativo, proliferacion y ciclo celular, sefializacion de proteina quinasa activadas por
mitogenos, transporte de proteinas, metabolismo energético y otros. (Sanovic et al., 2009,
Krammer y Verwanger 2014, Ishikawa et al., 2013, Merchant y Korbelik et al., 2013). Silva
et al., estudiaron el efecto de la Photodithazine® en ratas a las que se les provocaron
tumores de cancer de mama y los resultados mostraron una expresion diferente en 20 genes
entre los grupos tratados con TFD y los controles (Silva et al. 2014, Silva et al., 2016).
Franco et al., (2014) estudiaron la expresion de genes en tratamientos peridontales con TFD
y mostraron una sobreexpresion de los genes RANK, OPG y FGF2, éste ultimo tiene un
papel importante en el proceso de reparacion periodontal. También en microorganismos
tratados con TFD se han detectado cambios en la expresion de genes (Rapacka-Zdonczyk et
al., 2014, Sharon et al., 2009).

1.5 RESISTENCIAALATFD

Es posible que las células desarrollen resistencia basada en las dosis del FS méas que en las
dosis de luz utilizadas. Sin embargo, aun no se han identificado caracteristicas celulares que
pronostiquen la resistencia a la aTFD. Los mecanismos por los cuales las células tratadas se
pueden volver resistentes estan principalmente relacionados a la biodisponibilidad del FS 'y
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al mecanismo de desintoxicacion de las especies reactivas de oxigeno generadas. Entre las
caracteristicas relacionadas con la resistencia a la TFD se pueden mencionar: la expresion
de p-glicoproteina, la anulacion de la apoptosis y la autofagia, la induccion de sistemas de
defensa antioxidantes, la induccién de cambios en las proteinas de choque térmico en el
citoesqueleto y la adhesion, la induccion de ciclo-oxigenasas, la produccion de dxido
nitrico, la expulsion del colorante de la célula y la hipoxia [Casas et al., 2011; Tegos y
Hamblin 2013].

Los mecanismos de resistencia observados que puede desarrollar un tumor a la TFD
dependen de varios factores, tales como, el Fotosensibilizador usado, en su estructura y
absorcion, en la inactivacion aumentada de las especies reactivas de oxigeno por enzimas
antioxidantes, en la activacion de proteinas de choque térmico, induccion de genes de
respuesta al estrés después de la TFD, hipoxia celular por dafio vascular y aumento en la
reparacion de lesiones inducidas por la TFD. (Roblero y Ramon 2015)

Algunos genes de choque térmico que pueden sobreexpresarse como respuesta a la TFD en
celulas de cancer son: HSP27, HSP34, HSP60, HSP70, HSP90, HSP110. También se sabe
que proteinas reguladoras de glucose GRPS (GRP74, GRP78, GRP94 y GRP100) y hemo
oxigenasas, estdn involucradas en la proteccion celular al fotodafio (Gallagher et al.,
2015).Ramdn et al., 2015, encontraron que en lineas celulares resistentes a la delta-ALA-
TFD el contenido de melanina intracelular era mayor que el de sus respectivas lineas de
origen.

Algunos microorganismos emplean mecanismos de expulsion de farmacos. Estos
mecanismos incluyen a un facilitador de superfamilias que transporta los quimicos
utilizando gradientes electroquimicos a través de la membrana plasmatica y los expulsan
fuera de la célula. Otros utilizan “cassettes” de union al ATP, que llevan a la hidrdlisis. La
capacidad de algunas levaduras y bacterias para formar biopeliculas también representa un
mecanismo de resistencia al tratamiento. Asi como la sobreexpresion de proteinas de
choque térmico y la produccion de compuestos intracelulares como la melanina (Baltazar
2015).

Por el contrario, algunos estudios han demostrado que ciertas lineas celulares humanas, no
cambian sus niveles de sensibilidad al ser sometidas a ciclos repetidos de TFD (Singh et al.,
2001). En células bacterianas Tavares y colaboradores (2010) confirmaron que Vibrio
fischeri y Escherichia coli utilizando Tri-Py+-Me-PF  como FS, no desarrollaron
resistencia a la fotoactivacion ain después de 10 generaciones de células parcialmente
fotosensitizadas.
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Tabla 2. Andlisis Foda: Terapia Fotodindmica en México

. Método eficiente

. Relativamente barato

. Pocos efectos secundarios

. Método minimamente invasivo

. Poco desarrollo de resistencia al tx
. Facil aplicacion

. Dificultad para persuadir a los médicos en la
experimentacion

. Limitacion de aplicacion al alcance de la luz

. Tratamiento localizado

. Aln no se han realizado grandes ensayos clinicos
aleatorizados

. Se requiere entrenamiento especial para poder mover
variables como: tipo y dosis del fotosensibilizador, A, tiempo
“intervalo droga-luz” y concentracion de oxigeno

. Conocimiento incipiente del proceso molecular

e  Existe una amplia gama de &reas poco explotadas para
investigacion cientifica y/o aplicacion médica en TFD (muchos
tipos de cancer ain no se consideran o estudian, al igual que
muchas infecciones microbianas, incluyendo bacterias,
protozoarios y hongos que afectan humanos, animales y/o
plantas, igual que para los virus.

o Desarrollo de nuevas tecnologias, materiales Yy/o
fotosensibilizadores apoyadas por sistemas nanoestructurados.

o Buscar la vinculacion estratégica entre centros de
investigacion y la industria para del disefio y desarrollo de
aplicaciones.

. Falta de conocimiento

. Perder la oportunidad de desarrollar lineas de investigacion
en un area gue esta a la vanguardia a nivel mundial.

. Disminucion en el presupuesto para la investigacion.

1.6 CONSIDERACIONES FUTURAS

Desde 1976 que Kelly y Snell aplicaron la TFD en un grupo de pacientes y de 1993 que la
FDA aprobd el primer fotosensibilizador, la Terapia Fotodinamica ha pasado de ser una
terapia prometedora a una terapia de uso rutinario en algunos paises como es en Japon,
Alemania e Inglaterra que la han incluido en sus servicios de salud publicos. A pesar de sus
ventajas sobre los tratamientos actuales, la TFD esta ain por lograr la aceptacion clinica
general y falta mucho por hacer para que tenga un uso generalizado y citando a
Triesscheijin et al., 2006, esto puede deberse a los siguientes factores en los cuales hay un
nicho de oportunidades de mejora: 1) Es dificil persuadir a los médicos clinicos a utilizar
una nueva terapia cuando los tratamientos tradicionales alin dan respuesta, aungue ésta sea
parcial. En esta parte el resultado de los ensayos clinicos a través del tiempo ayudara a que
estos se convenzan. 2) el precio de los sistemas laseres encarece la terapia, esto se resolvera
mediante la fabricacion de sistemas con nueva tecnologia que abaraten estos equipos, 3)
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Uno de los principales inconvenientes para utilizar la TFD como tratamiento de primera
linea es que aun no se han realizado los grandes ensayos clinicos aleatorizados, los cuales
deben hacerse en los diferentes paises para la aprobacién de la terapia por los organismos
regulatorios 4) Dar un entrenamiento especial al médico o biomédico para aplicar la TFD y
poder mover variables como: tipo y dosis del fotosensibilizador, longitud de onda a irradiar,
intervalo de tiempo entre la administracion del fotosensibilizador y la irradiacion llamado
“intervalo droga-luz” y concentracién de oxigeno en el tejido a tratar. Esto Gltimo no es tan
sencillo y solo se resolverd cuando se conozca la biologia molecular de la terapia la cual
esta aln incipiente. Existen varias propuestas interesantes para resolver las limitaciones de
la TFD como por ejemplo: la TFD bifoténica (2PE-TFD), TFD metronémica, TFD con luz
de dia, generacion de fuente de luz enddgena para la TFD (Stem-Cell-TFD), combinacién
de la TFD con otras terapias y uso de la TFD como vacuna, desarrollo de sondas
moleculares de fotoactivacion (switch), disefio de nuevos fotosensibilizadores con mayor
capacidad de generacion de estados tripletes mediante bioinformatica. Estas aunque tienen
resultados alentadores en condiciones in vitro muestran un gran potencial de mejora de la
TFD convencional (Agostinis et al., 2011, Triesscheijin 2006).

Ademas existen mejoras en diversos campos de accion, incluyendo el uso de nanoparticulas
como vehiculos para quimicos terapéuticos o diagndsticos, la seleccion del blanco, terapia
génica, marcaje celular, etc. A la par, el estudio y la utilizacion de liposomas para
incorporar FSs lipofilicos, permiten la solubilidad de los FS vy facilitan la penetracion a la
célula (Nombona, et al., 2012).

1.7 CONCLUSION

La PDT es una terapia con caracteristicas propias, que estd tomando gran relevancia en
todo el mundo como tratamiento alternativo a diferentes enfermedades. En México son ain
pocos los grupos que estudian los procesos y aplicaciones de esta terapia. Sin embargo,
existen ya resultados prometedores. Ademas, en la actualidad ya se aplica en el pais como
tratamiento en algunos hospitales publicos para tratar enfermedades premalignas y contra
algunos tipos de cancer. También en varias clinicas privadas para fines cosméticos. La
diversidad de usos y aplicaciones Yy las ventajas inminentes de esta técnica permitira que en
el pais se desarrollen y/o crezcan diversas lineas de investigacion, desde el estudio del
efecto de la interaccion de la luz con los tejidos bioldgicos, el uso de la técnica en una gran
variedad de enfermedades tanto humanas como veterinarias y posiblemente también para
tratar problemas agronémicos, hasta el uso de nanomateriales y nanoparticulas.
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2.1 Introduccion

La microscopia Optica y la espectroscopia son técnicas criticas fundamentales para la
investigacion en las ciencias de la vida y la medicina. Para observar la gran mayoria de los
microorganismos en el planeta se requiere del uso de un microscopio, y para especies
macroscopicas, no es factible intentar comprender su biologia y fisiologia sin emplear
microscopios para estudiar la organizacion de sus estructuras a nivel celular y subcelular.
Desde que Antonie van Leeuwenhoek vio las células por primera vez en 1674, la historia de
la microscopia ha estado marcada por por mejoras tecnoldgicas paulatinas con respecto a la
calidad de los componentes Opticos que como consecuencia han permitido profundizar cada
vez mas nuestro conocimiento sobre los procesos que dan vida. Las aplicaciones de la
microscopia son tan diversas y los disefios de los microscopios son tan variados que el
resumen presentado aqui pretende solamente presentar algunas de las tendencias mas
destacadas y recientes en la disciplina de la microscopia. Por su contexto, este resumen se
restringira a las aplicaciones bioldgicas y médicas de la microscopia Optica y la
espectroscopia.

2.2. Estado del arte en el mundo

2.2.1 Microscopia confocal: Para la investigacion en ciencias de la vida, el avance en
microscopia 6ptica que ha tenido mayor impacto en los ultimos 30 afios es el uso de los
microscopios confocales. La patente para la técnica se concedid a Marvin Minsky en 1961,
pero fue hasta mediados de la década de los ochentas que el equipo se comercializ por
primera vez en su configuracién de escaneo por punto, facilitado por la incorporacion de
espejos controlados por galvandmetros. El principio de la confocalidad permite la
formacion de imagenes con una calidad y nitidez mejorada, ya que solamente registra la
informacion en el el plano focal del objetivo de microscopio empleado, y excluye los
fotones que provienen de otros planos. EI mejoramiento de la calidad de imagen que el
microscopio confocal genera, transformo a nuestra comprension de los procesos biologicos
y fisioldgicos en todas las areas de las ciencias de la vida.

El impacto dramatico que tuvo el microscopio confocal sobre las ciencias de la vida
permanece hasta hoy en dia, y sigue siendo la técnica de microscopia éptica mas utilizada
en la disciplina después de casi tres décadas, sobre todo para estudios de la distribucion de
moléculas especificas en muestras bioldgicas. La gran mayoria de los estudios realizados
con microscopios confocales o de campo abierto (convencionales), emplean proteinas
fluorescentes para marcar las moléculas estudiadas. Aunque la fluorescencia como
fendmeno se ha conocido y estudiado durante siglos, su uso en estudios microscopicos
despegd cuando se desarrollaron protocolos para marcar con fluorescencia moléculas
particulares con alta especificidad; éstos iniciaron con las metodologias de
inmunofluorescencia en los afios cincuenta del siglo pasado, y siguen siendo
implementados en gran nimero de estudios hoy en dia. A pesar de su importancia, las
técnicas inmunofluorescentes se restringen a marcar blancos en las superficies de muestras
bioldgicas, o a muestras fijadas y permeabilizadas. A pesar de que hubo avances
importantes en la sintesis de fluoroforos orgéanicos con afinidad intrinseca para
componentes celulares durante el Gltimo medio siglo, el descubrimiento y clonacién de las
proteinas fluorescentes (PFs) resultd ser un avance tan impactante como la
comercializacion de los microscopios confocales para la comunidad cientifica (y con
quienes coincidentemente comparte la misma cronologia). No es practico resumir todas las

29



aplicaciones de las proteinas fluorescentes en este texto, pero en términos generales las PFs
permiten marcar cualquier compartimento de las células, o cualquier subpoblacion de
células dentro de un tejido de manera permanente a través de la generacion de lineas
celulares u organismos transgénicos para la PF en cuestion.

Se pueden fusionar las PFs con practicamente cualquier otra proteina y seguir el
comportamiento cuasi-nativo del blanco en tiempo real en células, tejidos y organismos
VIVOs.

Adicionalmente las PFs se han convertido en sensores para reportar la dindmica de un gran
namero de pardmetros bioldgicos de interés (concentracion de segundos mensajeros, iones,
temperatura, etc.)’. En esencia el limite para usar PFs hasta la fecha ocurre en el campo
médico, ya que por cuestiones éticas no se permite generar humanos transgénicos (aunque
la tecnologia ya existe), pero si se investiga el uso de las PFs en técnicas de marcado y
tratamiento de condiciones patogénicas (p.e. el cancer) entre otras propuestas.

2.2.2 Centros de servicio en microscopia: El gran aporte que los microscopios confocales
ofrecieron a la comunidad biocientifica y médica, aliado a la disponibilidad de herramientas
como las PFs, desde el inicio generaron una alta demanda de acceso a los equipos. No
obstante, los microscopios confocales son equipos sofisticados que requieren ser operados
por técnicos e investigadores experimentados en temas de dptica fisica y biofisica. Otro
factor que influye en contra de su libre dispersion es su costo —hoy en dia un microscopio
confocal tiene un costo que va desde 250 mil hasta un millén de ddlares o mas,
representando un obstaculo considerable para su instalacion en laboratorios particulares en
el mundo. En respuesta, las instituciones académicas han fundado Centros de Servicio de
Microscopia Optica, en donde se concentran microscopios avanzados (siendo la mayoria
microscopios confocales) y los ponen al servicio y disposicion de su comunidad cientifica,
atendidos por técnicos e investigadores capacitados para brindar los servicios a los
usuarios. Este modelo de centros de servicio, cominmente llamados “core facilities” en
inglés, no es exclusivo al area de microscopia oOptica, pero la expansion geografica del
concepto se impulso en parte por la popularidad de las técnicas de microscopia Optica y su
impacto creciente en el area de las biociencias. No existen cifras sobre el nimero de centros
de servicio en microscopia en el mundo, pero son casi ubicuos en las universidades
medianas a grandes —como ejemplo, la Universidad de Harvard cuenta con siete “core
facilities” diferentes de microscopia Optica para satisfacer la demanda dentro de una sola
institucion (hms.harvard.edu/research/hms-researcher-resources/hmscore-facilities), y la
Sociedad Real de Microscopia del Reino Unido actualmente tiene 51 “core facilities”
nacionales enlistados en su sitio web (www.rms.org.uk/networkcollaborate/facilities-
database.html).

2.2.3 Interdisciplinaridad: La obtencion de imagenes y su analisis por microscopia optica
aplicada a las biociencias son el fruto de la integracion de distintas disciplinas cientificas.
Todos los microscopios se componen de cuatro elementos béasicos: una fuente de
iluminacién, la muestra, el objetivo, y un sensor. Con base en su simplicidad, este arreglo
es altamente flexible y capaz de modificacion en cada uno de sus componentes — lamparas,
laseres, muestras marcadas o naturales, objetivos de diferentes aumentos, y diversas
camaras y sensores que permiten al microscopio adaptarse a una variedad extensa de
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aplicaciones y estudios experimentales. Ademas de esta flexibilidad de configuracion, los
microscopios representan solamente una etapa del proceso experimental. Un estudio en
microscopio Optico consta de tres etapas: la preparacion de la muestra; la observacion de la
muestra; y el procesamiento de las imagenes y el andlisis de los datos. El grado de éxito del
estudio experimental depende de la optimizacion de los parametros en las tres etapas para
que trabajen en harmonia, pero para lograr esta meta, se requiere integrar conocimientos y
protocolos de diversos campos cientificos. La etapa de preparacion de muestras podria
involucrar conocimientos biolégicos o médicos para aislar la muestra correcta en optimas
condiciones, junto con quimica orgéanica e inorgénica para generacion de agentes de
contraste (marcadores), y biologia molecular y celular para la generacion de células u
organismos transgenicos para reporteros genéticos. Las muestras en si pueden ser vivas o
fijadas, enteras o en cortes histologicos, o transparentados a través de nuevos protocolos de
aclarado de tejidos. La etapa de observacion en microscopio podria requerir integrar
conocimientos de los campos de fisica Optica, electronica y mecatronica, junto con la
biologia celular y fisiologia para observaciones en muestras vivas. Para la tercera etapa,
practicamente todas las imagenes captadas por los microscopios son digitales. En este
aspecto, actualmente una de las &reas de innovacion mas activas en microscopia optica es la
incorporacion de novedosos métodos analiticos computacionales para caracterizar con
mayor precision la naturaleza morfolégica o composicion molecular de las muestras
bioldgicas, en las cuatro dimensiones. Como ejemplo, algunos avances importantes en esta
area en las Ultimas décadas provienen del traslado de métodos analiticos de astronomia y
electronica al campo de microscopia dptica. Esta Gltima etapa del proceso depende de los
conocimientos matematicos, estadisticos, y de las ciencias de la computacion.

En conclusion, los estudios en microscopia Optica comunmente requieren integrar
conocimientos de areas cientificas diversas, y son intrinsecamente multidisciplinarios. Los
centros en servicios especializados en microscopia Optica suelen ser elementos importantes
de infraestructura alrededor de los cuales los cientificos de diversas disciplinas interactdan
y colaboran para fomentar nuevos paradigmas conceptuales y experimentales.

2.2.4 Ciencia de transferencias: Una de las areas en la que la microscopia dptica juega un
papel central es la ciencia de transferencias (“translational science” en inglés). Desde hace
dos décadas se ha reconocido el problema de la brecha que existe entre la ciencia bésica y
el desarrollo tecnoldgico, y la baja tasa de conversion para llevar los avances desde la
primera etapa hasta la segunda. Esta disciplina existe para promover los estudios y generar
tecnologias cuyo propdsito es facilitar el traslado de los descubrimientos de investigacion
basica a productos, tratamientos y terapias de beneficio social. Una de las metas de la
ciencia de transferencias es obtener datos en contextos de mayor relevancia fisioldgica, y
por su inocuidad relativa y su naturaleza no destructiva, la microscopia optica es empleada
frecuentemente para obtener datos desde tejidos, drganos y organismos enteros que
preservan mejor el contexto fisioldgico. Especificamente, las metodologias mas relevantes
para esos estudios incluyen la microscopia no-lineal, el analisis espectroscopico de estados
fisioldgicos in situ, el uso de animales transgénicos, protocolos de aclarado de tejidos,
microscopia sobre marcadores endogenos, estudios macroscopicos de bioluminiscencia,
microscopia de plano selectivo (“selective plane” o “lightsheet” microscopy en inglés),
microscopia de fase cuantitativa, entre otras®*. Cabe destacar que para los modelos
bioldgicos canonicos y faciles de modificar por transgénesis (pez cebra, raton, A. thaliana,
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etc.) el uso de agentes de contraste para fluorescencia, luminiscencia y espectroscopia es
rutinario, pero para estudios clinicos en humanos la transgénesis 0 marcaje con agentes
organicos o inorgénicos esta prohibido o es muy dificil de implementar, por lo que para
estudios clinicos las técnicas de visualizacion de pardmetros endogenos y/o la marcacion
dirigida (“targetted labelling” en inglés) son algunas de las pocas opciones que existen para
experimentar en seres humanos. Dada la escasez de blancos apropiados, y la frecuente
necesidad de combinar la medicion de varios parametros de manera simultanea, la
microscopia multimodal, en la cual diferentes modalidades de observacién biofotdnica se
combinan en el mismo experimento, es un fuerte polo de desarrollo para la ciencia de
transferencias, sobre todo en la microscopia nolineal.

De nuevo, cabe destacar que la ciencia de transferencias que involucra investigacion en
microscopia oOptica y espectroscopia es una labor obligatoriamente interdisciplinaria, que
requiere conjuntar los esfuerzos de microscopistas, fisicos dpticos, biélogos moleculares,
investigadores clinicos, biotecnélogos, quimicos organicos e inorganicos, matematicos,
investigadores en computacion, entre otros.

2.2.5 Optogenética: Las consideraciones hasta este punto han tratado del uso de la
microscopia oOptica para observar eventos bioldgicos en diferentes contextos, que es una
actividad pasiva por parte de los investigadores durante su ejecucion. No obstante, existen
un gran numero de aplicaciones en la microscopia Optica con las cuales los fotones son
agentes que permiten manipular los sistemas bajo estudio, y que permiten al investigador
perturbar sus modelos experimentales. Las modalidades para lograr la manipulacion de los
sistemas biologicos con fotones son extensas, varias de las cuales se encuentran en otras
secciones del documento, pero una de las implementaciones que destacamos es la
optogenética, que se basa en la utilizacion de canales i6nicos cuya actividad (apertura) es
regulada a través de la incidencia de fotones®. Experimentalmente, los canales foto-
regulables se introducen mediante transgénesis en los organismos modelos (tipicamente
raton, pez cebra, C. elegans) en los que su transcripcion es controlada por secuencias
reguladoras que dirigen su expresion a neuronas o conjuntos de neuronas especificas. Asi,
con la aplicacion de luz al sitio de expresion del canal, las neuronas se activan o se inhiben
(segun el tipo de canal i6nico expresado) y la funcidn de las neuronas se delimita en su
contexto fisiolégico, que incluso pueden llegar a ser animales conscientes y en movimiento.
Este tipo de experimentos permite estudiar la interconectividad de circuitos neuronales en
explantes. Por su combinacion de precisién y control temporal, la optogenética esta
transformando las neurociencias.

2.2.6 Microscopia espectroscépica para estudios moleculares: En adicién a los avances
en la visualizacion de eventos en contextos fisiologicos més relevantes, otra tendencia en la
biofotdnica a nivel mundial es la visualizacion y caracterizacion de procesos a nivel de
molécula Unica en los sistemas biolégicos®. La mayoria de estas técnicas estan basadas en
el registro de la fluorescencia intrinseca o extrinseca con detectores suficientemente
sensibles para discriminar los fotones emitidos por fluoréforos individuales. Los protocolos
usados permiten rastrear particulas individuales in vivo (single particle tracking) o
determinar caracteristicas moleculares (tales como concentracion, coeficiente de difusion,
estequiometria de oligomerizacion, confinamiento en compartimientos celulares, entre
otras) mediante andlisis de fluctuaciones en la fluorescencia de una poblacion de moléculas
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en un volumen determinado (con técnicas como fluorescence correlation spectroscopy,
raster image correlation microscopy, mean square displacement determination etc). Existen
también técnicas modernas de microscopia Optica basadas en efectos dpticos no lineales
capaces de extraer informacion de contraste y estructura supramolecular de una forma no
destructiva y no invasiva; esto es, sin la necesidad de fijar, tefiir o marcar con proteinas
fluorescentes. Tales técnicas inducen el fendmeno de esparcimiento Raman de una manera
coherente pudiendo con ello indagar las frecuencias de vibracién molecular que conforman
el espéecimen dentro de la fusion de punto extendido (el foco) y, mediante un barrido laser,
crear un mapa de contraste molecular. Sin embargo, estas técnicas requieren de sistemas
laseres de pulsos ultracortos capaces de generar dichos procesos Opticos no lineales v,
generalmente, son instrumentos caros y pueden encontrase en laboratorios especializados
en oOptica de laseres. De aqui que su desarrollo mantiene un auge experimental
interdisciplinario y no han llegado a ser en su totalidad prototipos comerciales. No obstante,
es un hecho que su desarrollo es fundamental e incluso indispensable en aquellos institutos
de investigacion que realizan investigacion de frontera en Optica y microbiologia en
particular. EI conocimiento generado en este tema durante estas Ultimas décadas sigue en
continuo aumento, y hoy en dia son implementados mediante su construccion total, o bien
parcial, al adaptarlos a sistemas comerciales.

Los datos que se obtienen a través de estos métodos espectroscopicos son, por lo general,
cuantitativos, y por ende han generado mucho interés para su aplicacion a la biologia
sintética y de sistemas, en las cuales los datos cuantitativos son esenciales para la
validacion de modelos y formulacion de predicciones basadas en los mismos.

2.2.7 Nanoscopia: En los Gltimos 15 afios se ha popularizado la nanoscopia, en la cual la
iluminacidn estructurada y/o la aplicacion de métodos estadisticos para analizar la variacion
temporal de la emision de fluoréforos, permiten mejorar la resolucion espacial méxima que
la microscopia Optica puede alcanzar hasta unas 10 a 20 veces, acercandose al limite tedrico
(que corresponde a la dimensién del fluoréforo)’. El inicio de la época de la nanoscopia ha
extendido la utilidad y alcance de la microscopia éptica draméaticamente. Anteriormente,
estdbamos limitados a resolver estructuras de organelos celulares con dimensiones entre
200 a 300 nanometros (p.e. mitocondrias, vesiculas grandes, cisternas de Golgi) o células
bacterianas. La nanoscopia permite visualizar estructuras con dimensiones de estructuras
macromoleculares como el centrosoma, vesiculas sinapticas, el citoesqueleto etc., y
caracterizar la ultra-estructura de las mitocondrias y bacterias, por ejemplo. La nanoscopia
estd revolucionando la microscopia Optica y se considera uno de los avances mas
significativos en la historia del campo, y en reconocimiento de su importancia, sus
inventores fueron galardonados con el Premio Nobel de Quimica en 2014. Ademas,
representa otro ejemplo de la importancia de la investigacion multidisciplinaria en la
microscopia —el desarrollo e implementacion de los métodos nanoscopicos requieren unir
esfuerzos de fisicos opticos, investigadores en biociencias, matematicos y programadores.

2.2.8 Microscopia de alto rendimiento: Avances en la automatizacion de los
microscopios, su integracion con unidades robotizadas para la manipulacion de las
muestras, y la disponibilidad de técnicas hibridas como la citometria de imagenes han
abierto la posibilidad de recolectar cientos de miles y hasta millones de imagenes
microscépicas en una sesion experimental®.
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Otras técnicas nuevas como la microscopia de plano selectivo, a su vez, son capaces de
generar terabytes de datos en cuestion de horas. La mejor posibilidad de ensamblar y
analizar tal cantidad de datos es a través de algoritmos automaticos o semi-autbnomos
ejecutados en computadora, utilizando metodologias como el aprendizaje neuronal in silico
y creando nuevos paradigmas para la visualizacion de los datos explorados.

2.2.9 Microscopia Holografica Digital y Cuantitativa de Fases: La mayoria de las
técnicas ya presentadas detectan los fotones producidos por la fluorescencia, pero no todos
los fendmenos bioldgicos y clinicos pueden estudiarse utilizando marcadores fluorescentes.
Actualmente existe un interés creciente en técnicas minimamente invasivas que permiten
observar células sin marcaje, mediante el registro del patron de interferencia (holograma)
para generar imagenes cuantitativas de variacion espacial de fase de la muestra®'. La
técnica permite recuperar la informacion sobre la muestra en diferentes planos focales a
partir de una sola exposicion, y generar imagenes tomograficas. El uso de moduladores
espaciales de luz ha extendido la utilidad de esta metodologia hasta aplicarse en
fluorescencia™’.

2.3. Estado del arte en México

De las técnicas mencionadas en la seccion anterior (Estado del arte en el mundo) la
microscopia confocal es la mas prevalente entre la comunidad cientifica en México. Si
consultamos la base de datos Scopus, de un total de 20,950,654 articulos publicados en
ciencias de la vida y medicina entre 1960 y 2016, aproximadamente 94,139 utilizaron
microscopia confocal en sus estudios: 0.45% del total. Si consideramos el mismo periodo
para articulos publicados de origen en México, para un total de 113,709 articulos
publicados en las mismas disciplinas, 562 utilizaron microscopios confocales en su disefio
experimental: 0.49% del total. Analizando estas cifras, se podria concluir que la tasa de uso
de microscopios confocales en México esta alineada con la misma cifra al nivel global; no
obstante, un factor que difiere entre la situacion mundial y la nacional es la organizacién y
disponibilidad de los equipos e infraestructura. Una pregunta clave no es necesariamente
cuantos sistemas microscopicos avanzados existen, ni cuantos articulos se publican con
estos recursos, sino que tipo de acceso a estos recursos tienen la mayoria de los
investigadores mexicanos. Cémo expusimos en la seccion anterior, desde hace mas de dos
décadas el modelo prevalente para organizar los recursos de microscopia Optica avanzada
ha sido a través de laboratorios de servicio. En México el concepto de la concentracion y
centralizacion de recursos en laboratorios de servicio es menos establecido, aunque
notamos que con la creacion del programa de Laboratorios Nacionales, y el crecimiento en
el nimero de laboratorios de servicios institucionales en los ultimos cinco a diez afios, esta
situacion estd mejorando paulatinamente. Aun asi, estamos lejos de competir con paises
més desarrollados en los cuales la gran mayoria de las instituciones de nivel superior
cuentan con uno 0 mas centros de servicio en microscopia, y por ende se puede concluir
que el acceso al microscopio confocal para investigadores en esos paises es esencialmente
universal.

La microscopia confocal tiene mas de 30 afios desde su comercializacion. Mas
recientemente, avances en tecnologia y metodologia ha disparado una expansion en
protocolos avanzados para visualizar moléculas individuales, aumentar la resolucion
méaxima posible, automatizar la microscopia, y otros que mencionamos en la seccion
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anterior. En México existen centros Conacyt (CICESE, CIO e INAOE) e instituciones
educativas publicas y privadas (UNAM, ITESM) con gran potencial para incursionar en el
tema del desarrollo de técnicas de microscopia avanzada. En particular en el CIO y
CICESE recién implementan microscopios de generacién de segundo arménico **** y en
CICESE se trabaja en la implementacién de microscopia Raman lineal y no lineal*
utilizando microscopia de hoja de luz laser™.

Para impulsar este desarrollo es pertinente e indispensable que en los proximos 5-10 afios
se destinen mas apoyos para adquirir infraestructura y equipo, asi como para la
construccién de laboratorios nacionales especializados en esta rama y poder fortalecer la
instrumentacidn Optica necesaria para desarrollar investigacion aplicada y multidisciplinaria
en microscopia avanzada.

Ahora examinaremos el nimero de publicaciones con origen en México para temas en
microscopia de frontera — en la siguiente tabla, en cada linea se indica la frase buscada,
seguida del numero de publicaciones encontrados en Scopus para el periodo 1960 a 2016:

Numero de | NUumero de articulos

Frase de busqueda articulos a nivel | con origen en
internacional México**

M_ultlphoton microscopy/two photon 4371 4

microscopy

Nonlinear microscopy (SHG, CARS, SRS) | 8972 3 e

Fluorescence correlation spectroscopy 2300 0

Bioluminescence imaging 2016 0

Total Internal Reflection Fluorescence 1018 g (16-19)

Microscopy

Li_ght sheet  imaging/selective  plane 501 1 45)

microscopy

Optogenetics 2630 4

Superresolution microscopy/nanoscopy 2471 1

Single molecule microscopy/imaging 871 1

Ql_Jantitative phase imaging/holographic 734 1

microscopy

TOTAL 15,894* 24*

Microscopy (control positivo) 858,497 3,919

Porcentaje 1.85% 0.61%

* En las basquedas se emplearon variaciones tipicas de las frases buscadas (p.e.
superresolution y super-resolution; single molecule y single-molecule, etc). Es probable que
el nimero total de articulos encontrados para cada categoria sea inferior al nimero real a
causa de que los autores no incluyeran la frase en el titulo, en el resumen o en las palabras
claves, aun si su publicacion incluyé alguna de las técnicas. Sin embargo, se buscaron las
mismas frases en ambas columnas, y se considerd razonable asumir que la tasa de falsos
negativos en cada categoria haya sido la misma.
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** Se incluyen los articulos publicados del autor o autora responsable (primer autor, o autor
de correspondencia) adscritos a una institucion mexicana. Se excluyen articulos con autores
responsables de instituciones fuera de México, aunque uno o0 mas de sus autores no
principales fueran mexicanos.

Las cifras muestran que la frecuencia de incorporacion de una seleccion arbitraria de
técnicas avanzadas en microscopia Optica a las lineas de investigacion en biociencias y
medicina, es siete veces menor en México que a nivel internacional: un contraste notable si
comparamos la frecuencia de uso de técnicas méas establecidas como la microscopia
confocal. Inevitablemente este hecho tiene repercusiones negativas para la competitividad
del sector de las ciencias de la vida e investigacion clinica a nivel nacional, comparado con
el mismo sector a nivel global, afectando nuestra habilidad de innovar y dificultando la
retencion de los jovenes cientificos interesados en aplicar las técnicas de frontera en
microscopia optica.

¢Cuales son los factores que nos han llevado a experimentar este déficit en competitividad
en el campo de microscopia Optica aplicada a las biociencias y medicina? Como
examinamos ampliamente en la seccion anterior, las metodologias avanzadas de la
microscopia Optica hoy en dia dependen de la integracion de avances en diversas
disciplinas, tanto para innovar con el desarrollo de nuevas modalidades como a nivel de su
implementacion en nuevas aplicaciones.

Las disciplinas importantes para la integracion de estudios microscopicos avanzados
incluyen la Optica fisica, la quimica organica e inorganica, la biologia molecular y
tecnologias de transgénesis y cultivo organotipico, la matematica aplicada, la estadistica,
las ciencias computacionales, entre otras. La capacidad cientifica en México en cada una de
estas disciplinas y tecnologias esta presente con buena calidad, pero de manera dispersa. Si
examinamos nada mas el caso de la Optica fisica, existen varios institutos con fuerte
capacidad para la investigacion e innovacion. Se cuenta con tres centros Conacyt (CIO,
INAOE y CICESE) con grupos Y lineas de investigacién consolidadas, con programas de
posgrado de Excelencia en dptica y optoelectrénica reconocidos como Nivel Internacional.
Donde el enfoque en el disefio y uso de dispositivos optoelectrénicos, con aplicaciéon en
instrumentacién, comunicaciones Opticas y sensores Opticos, ha sido una tradicion cientifica
muy marcada en los Gltimos 20 afios. Es solo en los 5 afios recientes que las técnicas
avanzadas de microscopia laser estan siendo ahora exploradas en México. Asimismo,
existen diversos grupos de oOptica en institutos de la UNAM, entre otras universidades
nacionales. Si los elementos fundamentales necesarios si estan presentes en México, ¢por
qué experimentamos una competitividad reducida en la incorporacion de metodologias
aplicadas avanzadas comparada con la comunidad cientifica a nivel global? Esta pregunta
se examino durante la primera reunion de la Red Temaética en Biofotdnica en septiembre de
2016 vy, entre los investigadores presentes, se postularon distintas causas. Uno de los
factores importantes que limita la incorporacién de metodologias avanzadas es la
disponibilidad de los equipos, y la infraestructura que se requiere para su operacion y
mantenimiento. Si consideramos los elevados costos de los microscopios avanzados (entre
5y 20 millones de pesos), y los requerimientos técnicos para su buena operacion, es
aparente que el modelo que incorpora y concentra los equipos y el recurso humano
necesario para su operacion en centros de servicio es o mas sensato y comprobado por su
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utilidad durante décadas en précticamente todas las grandes instituciones académicas en
otros paises. Existen centros de servicio para microscopia optica en la Republica Mexicana,
pero solamente cinco o seis de ellos manejan algunas las técnicas avanzadas mencionadas
en la seccion anterior y presente, y estan ubicados en la zona central del pais, y no todos
tienen una politica operativa de acceso sin restricciones a cualquier investigador cientifico
mexicano de los sectores académicos y comerciales. En este sentido, debe ser una prioridad
establecer mas centros de servicios en microscopia Optica con mayor distribucion
geografica, equipados con microscopios avanzados para asegurar la mayor competitividad
para la comunidad cientifica en México. Cabe mencionar que los microscopios son equipos
en los cuales los investigadores usuarios deben estar fisicamente presentes para dirigir sus
experimentos al momento de su captura; en este sentido, no es factible enviar por servicios
de mensajeria una botella con células en cultivo, o un animal transgénico, y menos esperar
a que si llegan vivos, el operador del microscopio tome las imagenes exactas de las zonas
precisas de interés para el investigador o la investigadora. A pesar de las restricciones
mencionadas, es pertinente mencionar que, en menos de cuatro afios de operacion, los
Laboratorios Nacionales de Microscopia Avanzada han registrado méas de 400 usuarios
provenientes de 14 estados de la Republica, una cifra que demuestra la alta demanda que
existe para acceder a los servicios en microscopia Optica y la amplia distribucién de esta
demanda en el pais.

Ademés de catalizar una expansion de la infraestructura fisica y equipamiento, es
importante tomar en cuenta la disponibilidad y distribucion de los recursos humanos
necesarios que aseguren que los equipos y la infraestructura operen a su maximo
rendimiento. En esta reunion hubo consenso sobre la existencia de un notable déficit de
técnicos académicos e investigadores con experiencia y capacitados para el manejo de
microscopios avanzados, y del desarrollo e implementacion de protocolos novedosos en
esta plataforma flexible. La carencia de recurso humano capacitado también fue citada
como un factor que, en algunos casos, podria disminuir el rendimiento y aprovechamiento
de los microscopios avanzados ya en existencia en México. Para solucionar el problema en
ambos ambitos (infraestructura en microscopia actual y futura), es necesario aumentar el
namero de cursos, talleres, seminarios y congresos en el tema de la microscopia Optica, y
crear nuevos programas académicos que incorporen elementos de la microscopia Optica
aplicada en sus curriculos. Idealmente para promover la interdisciplinaridad necesaria para
impulsar la innovacidn en microscopia Optica aplicada, se promoveria el establecimiento de
programas académicas inter-institucionales.

Hemos examinado la situacion de la infraestructura y recursos humanos como elemento
importante para impulsar el desarrollo de la microscopia dptica aplicada a las biociencias
en Mexico. Otro elemento que pesa en contra del avance en la disciplina en México es la
carencia de interaccion entre los investigadores e institutos en las diferentes areas
cientificas.

Actualmente no existen los mecanismos o andamios para integrar expertos en fisica dptica,
biologia, medicina, quimica, matematica y tecnologia; tenemos que construir nuevas
culturas de cooperatividad y nuevas formas de interactuar para agilizar el flujo de
conocimiento entre diferentes areas cientificas y crear esquemas de financiamiento que
apoyen la investigacion multi-disciplinaria, que promueven iniciativas que integren a los
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expertos y sus conocimientos en diversas disciplinas. Se requiere fundar una o maés
sociedades académicas dedicadas al apoyo de la microscopia Optica, apoyar congresos en
temas multidisciplinarias e impulsar la fusion de culturas cientificas diversas. Notamos que
la Red Tematica de Biofotonica es un excelente punto de partida que impulsa la interaccion
inter-disciplinaria, a través de reuniones, intercambios académicos, estancias de
investigacion; no obstante, los mecanismos se tienen que reforzar.

Asi con el establecimiento de mas centros de excelencia en microscopia, el impulso a la
formacion de los recursos humanos, y el fortalecimiento de lazos interdisciplinarios e
intersectoriales, aumentaremos la competitividad de la comunidad cientifica en temas de
microscopia Optica, una técnica tan fundamental para practicamente todas las areas de
investigacion y desarrollo de las ciencias de la vida y la investigacion clinica.

2.4 Espectroscopia

La espectroscopia es el estudio de la interaccién entre la radiacion electromagnética y la
materia. Esta puede darse a través de reflexion, transmision, absorcion, emisién, o
esparcimiento (lineal o no lineal) de la energia radiante. Cada uno de estos fendmenos lleva
informacion del medio y mediante un andlisis espectral se puede inferir propiedades del
medio.

La luz blanca, como Newton lo demostré hace mas de 400 afios, se puede descomponer en
colores al hacerla pasar a través de un prisma. Posteriormente, en 1802 Wollaston observo
cualitativamente las lineas espectrales del sol y en 1814 Faunhofer describe e introduce una
notaciéon para las lineas de emision y absorcion del sol. En 1860 Bunsen y Kirchhoff
emplearon un prisma y una flama con lo que introdujeron el espectroscopio de prisma y
pudieron observar espectros de absorcidn y emision de algunos elementos quimicos. Asi, la
espectroscopia permite obtener informacion de la composicién quimica de gases, moléculas
y hasta cierto punto de liquidos y solidos.

2.4.1 Estado del arte en el mundo y en México

La busqueda en Web of Science de Thompson sobre trabajos en espectroscopia en
combinacién con varias palabras claves son mostrados en la tabla 1. Estos resultados
incluyen el numero de articulos publicados a nivel nacional e internacional durante el
periodo de los afios 1980 a 2016.

Area de la | Frase de busqueda Avrticulos Articulos en

espectroscop internacion | México

ia ales

fluorescence fluorescence spectroscopy biological 5782 21

spectroscopy | | fluorescence spectroscopy tissue 4793 24
fluorescence spectroscopy cancer 4097 11
fluorescence spectroscopy biomedical || 1144 5
fluorescence spectroscopy biophotonics| | 80 0

Total 15896 61
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atomic atomic absorption spectroscopy biological 710 4
absorption atomic absorption spectroscopy tissue 590 L
spectroscopy | | atomic absorption spectroscopy cancer || 248 y.
atomic absorption spectroscopy biophotoni@s q
atomic absorption spectroscopy biomedicaD 0
Total 1548 13
X - ray | | x ray spectroscopy biological 6036 54
Spectroscopy | | x ray spectroscopy tissue 3422 41
X ray spectroscopy céncer 2232 26
X ray spectroscopy biomedical 2794 24
X ray spectroscopy biophotonics 4 0
Total 14488 145
Molecular Molecular spectroscopy biological 7841 36
spectroscopy | | Molecular spectroscopy tissue 3511 18
Molecular spectroscopy cancer 3246 22
Molecular spectroscopy biomedical 1265 10
Molecular spectroscopy biophotonics | | 32 0
Total 15 895 86
Infrared Infrared spectroscopy biological 6146 37
spectroscopy || Infrared spectroscopy tissue 9248 32
Infrared spectroscopy cancer 3519 20
Infrared spectroscopy biomedical 2987 21
Infrared spectroscopy biophotonics 43 0
Total 21 943 110
UV-Vis UV-Vis spectroscopy biological 1911 26
spectroscopy | | UV-Vis spectroscopy tissue 288 6
biological UV-Vis spectroscopy cancer 1090 19
UV-Vis spectroscopy biomedical 579 8
UV-Vis spectroscopy biophotonics 0 0
Total 3868 59
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Atomic AFM-IR biological 5 0
Force AFM-IR tissue 1
Microscopy- | | AFM-IR cancer 2 0
Infrared AFM-IR biomedical 0 0
spectroscopy | | AFM-IR biophotonics 0 0
AFM-IR 0
Total 8 0
Laser L1BS biological 228 0
Induced LIBS tissue 334 1
Breakdown LIBS cancer 105 0
Spectroscop LIBS biomedical 50 0
y LIBS LIBS biophotonics 0 0
Total 717 1
Raman Raman spectroscopy biological 3864 35
spectroscopy | | Raman spectroscopy tissue 3548 26
Raman spectroscopy cancer 2663 27
Raman spectroscopy biomedical 1424 16
Raman spectroscopy biophotonics 52 0
Total 11 551 104
3
Surface SERS biological 1060 6
Enhanced SERS tissue 292 2
Raman SERS cancer 829 5
Spectroscop || SERS biomedical 373 3
y SERS SERS biophotonics 11 0
Total 2565 16
Surface SESORS biological 3 0
enhanced SESORS tissue 6 0
spatially SESORS cancer 3 0
offset Raman | | SESORS biomedical 2 0
Spectroscopic | | SESORS biophotonics 0 0

(SESORS)
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Total 14 0

Vibrational VIBRATIONAL SPECTROSZ28Y 6

Spectroscop biological 688 2

y VIBRATIONAL SPECTROSCOPY {isdl#H 3
VIBRATIONAL SPECTROSCOPY canddr 2
VIBRATIONAL SPECTROSCOPY 0
biomedical
VIBRATIONAL SPECTROQSCOPY
biophotonics

Total 2933 13
Diffuse Diffuse reflectance spectroscopy biologjcél0 3
reflectance Diffuse reflectance spectroscopy tissug | 1300 11
spectroscopy | | Diffuse reflectance spectroscopy cancer 439 0
Diffuse reflectance spectroscopy biomedicl 1
Diffuse reflectance spectroscopy biophotbhics 0
Total 2272 15
Chemometri || CHEMOMETRICS biological 427 3
cs CHEMOMETRICS tissue 264 2
CHEMOMETRICS cancer 211 1
CHEMOMETRICS biomedical 49 0
CHEMOMETRICS biophotonics 1 0
Total 952 6
espectroscopi | | NMR spectroscopy biological 3059 9
a de | | NMR spectroscopy tissue 2283 6
resonancia NMR spectroscopy cancer 1440 3
magnetica NMR spectroscopy biomedical 378 3
nuclear NMR spectroscopy biophotonics 0 0
(NMR)
Total 7160 21

Tabla 1.- Numero de articulos nacionales e internacionales en las diversas areas de la
espectroscopia.

De la tabla 1, podemos inferir, que en espectroscopia, y comparandonos con el resto del
mundo, en fluorescencia se publica el 0.4 % del total; en espectroscopia atdmica de
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absorcion el 0.8 %; en espectroscopia de rayos X el 1%; en espectroscopia molecular el
0.5%; en espectroscopia de IR, el 0.5%; en espectroscopia UV.Vis el 1.5%; en
espectroscopia AFM el 0%; en LIBS el 0.1%,; en espectroscopia Raman el 0.9%; en SERS
el 0.6%; en SESORS el 0 %; en espectroscopia vibracional el 0.4 %; en espectroscopia de
reflectancia difusa el 0.6%; en quemometria el 0.6% y en NMRS el 0.2 %. De aqui que uno
puede concluir que en torno a la espectroscopia y la biofotonica aplicada al area de la salud,
no Ilegamos a producir en la mayoria de los casos ni el 1% de la publicacion de articulos,
del total que se publican en el mundo, por lo que se hace necesario un desarrollo cientifico
y tecnoldgica en esta area, para evitar mayores atrasos.

2.4.2 Estado del arte en México.

A nivel internacional existe una gran cantidad de Institutos y Universidades en los que se
realiza espectroscopia, en México solo en las universidades de algunos estados se realiza
investigacion en espectroscopia y biofotdnica principalmente en:

1. En el CIO se desarrolla espectroscopia de superficie mejorada SERS por los Drs.
Claudio Frausto Reyes y Elder de la Rosa. Ademas, el Centros de Servicio en
Espectroscopia dirigido por la Dra. Tzarara Lépez Luke realizan investigacion con
SERS.

2. En el Instituto de Micro y Nano tecnologia perteneciente a la Universidad
Veracruzana también se desarrollan técnicas de espectroscopia Raman de superficie
mejorada, en especifico por la Dra. Claudia Oliva Mendoza Barrera.

3. La Dra. Silvia Salas Marquez y el Dr. Aaron Flores del laboratorio de
espectroscopia 6ptica y térmica de la Universidad Autobnoma de Yucatan, y Centro
de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN (CINVESTAYV Unidad Meérida),
realizan espectroscopia Raman.

4. El equipo de la Dra. Beatriz Paredes en la Universidad de San Luis Potosi, realizan
investigacion de espectroscopia de reflectancia difusa mediante esferas
integradoras.

5. En los Laboratorios del Instituto de Quimica de la UNAM ofrecen analisis
fisicoquimicos para la identificacién de materiales por técnicas como espectroscopia
de infrarrojo y ultravioleta, resonancia magnética nuclear, y espectrometria de
masas, el encargado es el M. en C. Baldomero Esquivel Rodriguez y la Dra. Beatriz
Quiroz Garcia,

6. En el Instituto de Biotecnologia de la UNAM, realizan espectro fluorimetria, el lider
es el Dr. Roberto Pablo Stock Silberman.

7. En la Universidad de Guadalajara, desarrollan espectroscopia de transformada de
Fourier FTIR de reflectancia total atenuada (ATR-FTIR).

8. En la Universidad de Guadalajara, Dr. Francisco Trujillo realiza espectroscopia
ATR.

9. En el Centro Universitario de Ciencias Exactas e Ingenierias-Biomateriales de la
Universidad de Guadalajara emplea la espectroscopia de infrarrojo (FTIR) es
empleada para la caracterizacion de materiales solidos y liquidos, orgénicos e
inorganicos el Dr. Héctor Jesus Contreras Quifiones es el encargado.

10. Héctor Cerecedo, Universidad veracruzana, realiza deteccion de glucosa y
espectroscopia Raman.
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11. En el Instituto Mexicano del Petroleo, el M en C. Héctor del Rio Moreno, desarrolla
espectrometria de masas,

12. El Laboratorio Analdgico y Numérico de Procesos Geoldgicos, del Instituto de
Geologia de la UNAM, es un Laboratorio Certificado en espectroscopia de
Resonancia Magnética.

13.En el Instituto Nacional de Astrofisica, Optica y Electronica se realizan
investigaciones sobre espectroscopia Raman y espectroscopia de reflectancia difusa
en el grupo de dptica biomédica a cargo del Dr. Jorge Castro Ramos.

2.5 Referencias

1. Germond, A., Fujita, H., Ichimura, T. & Watanabe, T. M. Design and development of
genetically encoded fluorescent sensors to monitor intracellular chemical and physical
parameters. Biophys. Rev. 8, 121-138 (2016).

2. Levenson, R., Beechem, J. & McNamara, G. Spectral imaging in preclinical research and
clinical pathology. Anal. Cell. Pathol. (Amst). 35, 339-61 (2012).

3. Perry, S. W., Burke, R. M. & Brown, E. B. Two-Photon and Second Harmonic
Microscopy

in Clinical and Translational Cancer Research. Ann. Biomed. Eng. 40, 277-291 (2012).

4. Xu, T. et al. The Expanding Toolbox of In Vivo Bioluminescent Imaging. Front. Oncol.
6,

150 (2016).

5. Lin, M. Z. & Schnitzer, M. J. Genetically encoded indicators of neuronal activity. Nat.
Neurosci. 19, 1142-1153 (2016).

6. Liu, Z., Lavis, L. D. & Betzig, E. Imaging Live-Cell Dynamics and Structure at the
SingleMolecule

Level. Mol. Cell 58, 644-659 (2015).

7. Nienhaus, K. & Nienhaus, G. U. Where Do We Stand with Super-Resolution Optical
Microscopy? J. Mol. Biol. 428, 308-322 (2016).

8. Mattiazzi Usaj, M. et al. High-Content Screening for Quantitative Cell Biology. Trends
Cell Biol. 26, 598-611 (2016).

9. Majeed, H. et al. Quantitative phase imaging for medical diagnosis. J. Biophotonics
(2016). doi:10.1002/jbio.201600113

10. Nehmetallah, G. & Banerjee, P. P. Applications of digital and analog holography in
three-dimensional imaging. Adv. Opt. Photonics 4, 472 (2012).

11. Field, J. J., Winters, D. G. & Bartels, R. A. Single-pixel fluorescent imaging with
temporally labeled illumination patterns. Optica 3, 971 (2016).

12. Licea-Rodriguez, J., et. Al. Femtosecond laser writing over silver nanoparticles system
embedded in silica using nonlinear microscopy(2014) Optical Materials, 36 (3), pp. 682-
686.

13. Carriles, R., et. al. Invited Review Article: Imaging techniques for harmonic and
multiphoton absorption fluorescence microscopy(2009) Review of Scientific Instruments,
80 (8), art. no. 081101.

14. Rocha-Mendoza, 1., Borri, P., Langbein, W. Quadruplex CARS micro-spectroscopy
(2013) Journal of Raman Spectroscopy, 44 (2), pp. 255-261.

15. Rocha-Mendoza, I., et. al. Rapid spontaneous raman light sheet microscopy using cw-
lasers and tunable filters (2015) Biomedical Optics Express, 6 (9), art. no. A023, pp. 3449-
3461.

43



16 Verdin, J., Bartnicki-Garcia, S., & Riquelme, M. (2009). Functional stratification of the
Spitzenkdrper of Neurospora crassa. Molecular Microbiology, 74(5), 1044-1053.

17. S&nchez-Ledn, et. al. (2011). Traffic of chitin synthase 1 (CHS-1) to the Spitzenkorper
and developing septa in hyphae of Neurospora crassa: actin dependence and evidence of
distinct microvesicle populations. Eukaryotic Cell, 10(5), 683-695.

18. Riquelme, M., Bredeweg, et. al. (2014). The Neurospora crassa exocyst complex
tethers Spitzenkorper vesicles to the apical plasma membrane during polarized growth.
Molecular Biology of the Cell, 25(8), 1312-1326.

19. Sanchez-Leon, E., et. al. (2015). The Rab GTPase YPT-1 associates with Golgi
cisternae and Spitzenkorper microvesicles in Neurospora crassa. Molecular Microbiology,
95(3), 472-490.

44



3.- Pinzas Opticas y Micromanipulacion

Braulio Gutiérrez Medina (IPICYT)
José Luis Hernandez Pozos (UAM-I)
Héctor Hugo Cerecedo Nufiez (UV)
Ulises Ruiz Corona (INAOE)

Rubén Ramos Garcia (INAOE)
Victor Ruiz Cortes (CICESE)

Remy Avila Foucat (CFATA-UNAM)
Elisa Tamariz Dominguez (UASLP)
Karen Volke Sepulveda (IF-UNAM)
Ivan Santamaria Holek

Paulina Segovia Olvera (CICESE)

45



3.1 Introduccion. pr. Braulio Gutiérrez Medina

Una de las herramientas de la fotdnica desarrollada y aplicada con mayor éxito al estudio
de los sistemas biologicos es la pinza (o trampa) Optica, la cual es capaz de manipular
materiales dieléctricos, células y macromoléculas a escala micro y nanométrica utilizando
luz. En su geometria mas sencilla, una pinza Optica est4d formada por un haz de laser
enfocado por medio de un objetivo de microscopio de alta apertura numérica, hasta
alcanzar el tamafio minimo establecido por la difraccion (~200 nm) [1]. Al interaccionar
con el haz enfocado, particulas dieléctricas (que incluyen a las células), son atraidas hacia
el punto focal del laser y confinadas en las tres dimensiones espaciales, resultando
efectivamente atrapadas (Figura 1A). La capacidad de la luz para ejercer efectos mecanicos
sobre objetos materiales es conocida desde finales del siglo XIX. Sin embargo, la invencion
del laser permitio la posibilidad de observar tales efectos, y es en la década de 1970-1980
cuando Arthur Ashkin realizé los primeros experimentos de manipulacion de esferas
micromeétricas de latex en agua [1].

Las pinzas épticas funcionan debido a la interaccion entre el campo eléctrico de la luz (E)
con el dipolo eléctrico oscilante (P) inducido por la luz misma en las particulas dieléctricas
(P = o E, en donde a es la susceptibilidad eléctrica del material). Al considerar valores
temporales promedio, se encuentra que la fuerza ejercida por la luz sobre la particula es
igual a: F = (1/2) o’ E% Vo + (1/4) o VE?, en donde Eq y ¢ son la amplitud y la fase del
campo eléctrico asociado a la luz, respectivamente, y o’, o’” son las componentes real e
imaginaria de o, respectivamente [2]. Al primer término, Frag = (1/2) o E% Vo, se conoce
como fuerza de radiacion y es proporcional la intensidad luminosa. EI segundo término de
la fuerza total, Fgip = (1/4) o’ VE?, se conoce como fuerza dipolar y es proporcional al
gradiente de la intensidad. Por tanto, cualquier objeto dieléctrico experimentara dos fuerzas
en presencia de un haz luminoso: una (Frag) que lo empuja en la direccién de propagacion
del haz y otra (Fqip) que lo empuja hacia regiones de intensidad alta, es decir, en direccion
del gradiente luminoso. En la préctica, se utilizan objetivos de microscopio de gran apertura
numérica (AN > 1.2) por lo que el gradiente VI creado con el haz enfocado es tan grande
que la componente Frq resulta despreciable. Entonces, al pasar el haz de laser por el
objetivo de microscopio, se crea un gradiente en tres dimensiones que confina a una
particula micrométrica en el punto focal del haz [3], y al trasladar el haz en el plano focal,
la particula sigue estos movimientos. Se tienen, pues, unas pinzas hechas de luz.

Una pinza optica no solo es capaz de manipular microparticulas, sino que ademas puede
determinar los desplazamientos y las fuerzas experimentadas por estas mismas
microparticulas. La deteccion de estos movimientos se logra haciendo un seguimiento de la
posicién del laser después de interaccionar con la particula coloidal, de una forma similar a
la utilizada en un microscopio de fuerza atdmica [3]. Cuando la particula se mueve respecto
al centro del laser, la trayectoria del haz cambia ligeramente, lo cual puede ser registrado
por un fotodetector de posicion (Figura 1B). A traves de una calibracion, se relaciona el
voltaje producido por el fotodetector con el desplazamiento de la particula relativo al centro
del laser. Mediante esta técnica se logra obtener una gran sensibilidad en la deteccion de
distancias (<1 nm) y en la aplicacion de fuerzas (1-100 pN). Esta caracteristica hace de las
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pinzas Opticas una técnica ideal para estudiar, de manera directa, problemas fundamentales
en biologia.

fotodetector

~—defleccion

F
- del haz

S
o f sobre la

a=lles|

particula

Figura 1. Principios de operacion de las pinzas 6pticas. (A) Un haz enfocado (gris claro) crea
un gradiente de intensidad dptica, cuyo campo eléctrico (E) induce un dipolo eléctrico (P) en
una particula coloidal (esferas). La interaccién de P con E resulta en fuerzas que empujan a
la particula hacia el centro del haz desde cualquier direccion. (B) Al desplazarse fuera del
centro del haz, la particula desvia el laser de forma proporcional a su desplazamiento, lo cual
puede ser medido con un fotodetector de posicion del haz laser.

3.1.1 Las pinzas opticas aplicadas a la biologia molecular

Las pinzas dpticas son una de las herramientas béasicas en el arsenal del campo conocido
como Biofisica de moléculas individuales, en donde se estudian las propiedades
fisicoquimicas, las interacciones y la dindmica de macromoléculas bioldgicas, una a una.
En general, las macromoléculas biol6gicas mismas no pueden ser manipuladas por la pinza
Optica de manera directa (debido a que son demasiado pequefias), por lo que se une la
molécula de interés a una microparticula que si pueda ser manipulada por el laser. Asi, el
medio bajo el cual funciona una pinza éptica es coloidal, en donde particulas de vidrio o
plastico con tamafios comprendidos entre 50 nm y 10 um se encuentran dispersas en
medios acuosos cuyas condiciones de pH, salinidad y concentraciones de moléculas
pequefias (como ATP) se asemejan a las condiciones intracelulares.

Para manipular macromoléculas en un experimento tipico de molécula Unica, la proteina o
el acido nucleico bajo estudio es marcado en uno o mas sitios en la superficie de su
estructura tridimensional con moléculas pequefias (marcadores) que puedan ser reconocidas
por un ligando o anticuerpo, por ejemplo cadenas de histidinas (reconocidas por el
anticuerpo anti-histidina), biotinas (reconocidas por la proteina estreptavidina), y otras.
Luego, particulas coloidales recubiertas con los anticuerpos o ligandos correspondientes se
incuban con las macromoléculas de interés, utilizando concentraciones tales que la mayoria
de las particulas unan sobre su superficie una sola macromolécula. Finalmente, ya bajo el
microscopio, se usan pinzas Opticas para sujetar una particula coloidal y colocarla cerca de
la superficie del portaobjetos, misma que esta recubierta con un sustrato o con un segundo
anticuerpo. De esta forma, la molécula bajo estudio queda bajo tension, unida por un
extremo a la superficie del portaobjetos y por el otro unida a la particula coloidal. En otra
geometria, se utilizan dos esferas dieléctricas para sujetar a la molécula biologica de
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interés. Finalmente, interacciones con otras proteinas o moléculas presentes en la solucién,
promueven cambios conformacionales o de posicion en la molécula bajo estudio, mismos
que son transmitidos a la particula coloidal y que finalmente son registrados con la pinza
Optica

Debido a su versatilidad y a ser una técnica minimamente invasiva [4], las pinzas Opticas
han tenido un gran impacto en las ciencias bioldgicas [5-7]: con ellas ha sido posible
avanzar en el conocimiento del mecanismo de motores moleculares, estructura del
citoesqueleto y propiedades de &cidos nucleicos. Ejemplos de proteinas motoras estudiadas
con pinzas opticas, in vitro, son la polimerasa de ARN [8], el ribosoma [9], la miosina [10],
la cinesina [11], el rotor flagelar bacteriano [12] y el motor que empaca ADN en cépsides
virales [13], entre otras. Por parte de los acidos nucleicos, las propiedades poliméricas tanto
del ADN [14] como del ARN [15] han sido estudiadas, asi como las propiedades
enzimaticas de ribointerruptores [16]. Cabe mencionar que, en el caso de la polimerasa de
ARN (ARNP), las pinzas Opticas han permitido observar en tiempo real el proceso
fundamental de transcripcion, en donde la proteina se desplaza por el templado de ADN y
crea una nueva molécula de ARN. En un experimento clasico llevado a cabo en 2005 [8], se
observo a la molécula de ARNP avanzar sobre el templado en pasos cuyo tamafio
corresponde a la distancia entre bases individuales del ADN, es decir, 3.4 A.

3.1.2. Las pinzas opticas: Estado del arte en México

El uso de las pinzas oOpticas en México es creciente aunque adn limitado. Actualmente
existen grupos experimentales que cuentan con un sistema de pinzas Opticas funcional en el
IF-UNAM, el INAOE, el CICESE, el CFATA-UNAM, la Universidad Juarez Autdnoma de
Tabasco, en la UASLP (Instituto de Fisica y Facultad de Ingenieria), el IPICYT y la UAM-
I. En todos estos grupos se cuenta con al menos un sistema de pinzas épticas que es capaz
de manipular microparticulas colodiales asi como células vivas. Sin embargo, la calibracién
de las pinzas y su uso para estudiar desplazamientos y fuerzas en sistemas biol6gicos sélo
se ha reportado en los grupos del IF-UASLP y del IPICYT [17]. En particular, en el grupo
del IPICYT se han logrado realizar dos ensayos a nivel de molécula Unica: (i) seguir los
desplazamientos y las fuerzas de la proteina motora cinesina avanzando sobre
microttbulos, y (ii) medir la longitud de persistencia en moléculas individuales de ADN de
doble cadena.
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3.2. Manipulacion celular con pinzas dpticas. Dr. José Luis Hernéndez
Pozos

Estado del arte en el mundo

En 1969, Arthur Ashkin desarroll6 las ideas basicas para atrapar objetos pequefios usando
la fuerza de presién de radiacion electromagnética [1]. Afios mas tarde, mostré que esta
técnica, alimentada por una fuente laser adecuada, era capaz de manipular particulas
biolégicas como virus, bacterias y células. Para ello utilizé laseres en el infrarrojo que
ayudaron a reducir el dafio causado por absorcion de la materia organica [2].

Las pinzas dpticas es un instrumento derivado de estas ideas de confinamiento usando luz
laser, y desde su invencion en 1986 [3] vy, a partir de la comprension tedrica de esta técnica
y la multitud de aplicaciones que esto ha propiciado, ha permitido medir propiedades
Opticas y mecéanicas tanto de objetos individuales, asi como la manipulacion y
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ordenamiento colectivo de varios objetos a la vez, tanto si éstos son organicos o
inorganicos, que se encuentran en la escala de tamafio nano y micrométrico [4,5].

Entre las ventajas principales de esta técnica sobresalen el que no es necesario algun
contacto fisico, lo que la hace ser un método ad hoc en la manipulacion no invasiva. La
resolucion espacial y de medida de la fuerza son otros factores importantes, ya que sistemas
de este tipo permiten posicionar objetos con precision de ~1 nm y medir fuerzas de
interaccion que van desde unidades hasta centenas de piconewtons (102 N) que encajan
con las fuerzas desarrolladas por sistemas bioldgicos [6].

Lo anterior, la ha llevado a convertirse en una herramienta pionera en manipular células in
vivo [7], y realizar cirugias y manipulacion simultneas de una sola célula in vitro [8,9]. El
desarrollo de esta novedosa tecnologia ha sido de gran ayuda al estudiar enfermedades y
desordenes metabolicos con fines de diagndstico incluyendo la manipulacion de globulos
rojos individuales [10,11,12], asi como en el monitoreo de los cambios de células durante la
progresion de algun tipo de cancer [13].

Un atractivo que le da mayor utilidad a ésta herramienta sobre otras técnicas de micro-
manipulacion radica principalmente en su simplicidad, robustez y compatibilidad con
técnicas modernas de espectroscopia y microscopia Optica [14,15].

Estado del arte en México

La investigacion con pinzas épticas es relativamente joven en el mundo, y alun mas nueva
en Meéxico. La manipulacién de objetos celulares con esta técnica, desafortunadamente no
ha sido tratada sino hasta muy recientemente y debido a que esta temética es muy joven se
refleja en la casi inexistencia de laboratorios especializados acompafiada de la escasa
infraestructura de estos y la incipiente formacion de recursos humanos. Respecto a la
manipulacion de células con pinzas Opticas, la actividad en México se reduce a la
Universidad Autonoma Metropolitana- Iztapalapa (UAM-I1) y en el Instituto de Fisica de la
Universidad Autonoma de San Luis Potosi (IF-UASLP).

UAM-I

La linea en la cual se esta dirigiendo la investigacion en esta casa de estudios es hacia la
medida de la deformacidn de glébulos rojos, cuya pérdida o alteracion de esa capacidad de
respuesta a esfuerzos mecanicos, a menudo se relaciona con la aparicion o desarrollo de
alguna enfermedad.

UASLP
En este instituto se tiene por interés estudiar las propiedades mecanicas de células
cancerigenas.
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3.3. Atrapamiento de Microparticulas con Fibra Optica. Dr. Héctor Hugo
Cerecedo Nurfiez

Estado del arte en el mundo

El atrapamiento con fibra éptica es un tipo de atrapamiento que se ha desarrollado
recientemente y ha presentado ciertas ventajas con respecto a otro tipo de técnicas para la
manipulacion optica [1]. Existen muchas variantes de este método asi como un gran
namero de aplicaciones. Las trampas de fibra dptica utilizan el mismo principio fisico que
las trampas Opticas convencionales solo que aqui no se utiliza un haz focalizado sino un par
de haces divergentes contrapropagandose a la salida de un par de fibras puestas una delante
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de otra. Recientemente se ha demostrado que también puede emplearse una sola fibra, solo
que debe modificarse su punta [2-4].

El atrapamiento con fibra Optica fue reportado por vez primera en 1993 por A. Constable y
colaboradores, ellos desarrollaron una trampa con fibra Optica en la cual atraparon
microparticulas de poliestireno con didmetros entre 0.1 y 10 um, y células de levadura.
Desde entonces se han desarrollado diversas modificaciones y aplicaciones.

Es indudable que el atrapamiento con fibra dptica es muy util en los estudios de
biofotonica, esto, dado las ventajas de direccionalidad, accesibilidad y caracteristicas
unicas que las fibras poseen.

Estado del arte en México

Respecto al &mbito nacional y en el tema especifico de atrapamiento Optico, empleando
fibra Optica, apenas existen los primeros reportes y productos al respecto, ello en el
Laboratorio de Optica Aplicada, de la Facultad de Fisica en la Universidad Veracruzana [5-
8].
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3.4. Haces estructurados. Dr Ulises Ruiz Corona y Rubén Ramos Garcia

Estado del arte en el mundo

El estudio de las propiedades de la luz ha llevado a la caracterizacion de las componentes
que la conforman, es decir, amplitud, fase y polarizacion. Para esto se recurre a las
ecuaciones de Maxwell que describen tedricamente dichas componentes, asi como su
propagacion en diferentes medios. La forma mas simple de una onda electromagnética es la
onda plana, la cual es solucion a la ecuacién de onda en coordenadas cartesianas; sin
embargo expresando la ecuacion de onda en diferentes sistemas coordenados se han
encontrado otro tipo de haces con modulacion tanto en amplitud como en fase, tales como:
Laguerre- Gauss [1-3], Bessel [4-7], Weber[8], Mathieu [9, 10], Pearcey [11], Ince [28,29],
entre otros. Debido a las interesantes cualidades que poseen dichos haces (como la
capacidad de transferir momento angular orbital)se han desarrollado diferentes técnicas
para generarlos experimentalmente. Uno de los métodos mas empleados han sido los
hologramas generados por computadora. Estos permiten codificar cualquier haz a partir de
la expresion matematica que lo describe. Inicialmente se emplearon los hologramas de
amplitud [12, 13]; sin embargo debido principalmente a las limitaciones de eficiencia en
intensidad (lo cual es de suma importancia en ciertas aplicaciones) fueron desarrollados los
hologramas de fase [14, 15] y mas recientemente se han reportado los hologramas de
polarizacion [16]. Todos los tipos de hologramas presentan una buena calidad en los haces
generados por lo que para crear fisicamente dichos hologramas se han empleado técnicas
como impresion en peliculas fotogréficas, litografia, escritura laser directa sobre materiales
fotosensibles, interferencia de mdltiples haces. Una desventaja de este tipo de métodos es
que una vez que son grabados los hologramas no pueden ser modificados, por lo que en la
actualidad estan siendo explotados ampliamente los moduladores espaciales de luz, los
cuales permiten un control dindmico en la generacion de haces estructurados [17-19].

En general, mediante moduladores espaciales de luz se han podido generar haces con
distribuciones de intensidad y fase. Estos haces no necesariamente son soluciones a la
ecuacion de onda paraxial. Estas distribuciones de luz son creadas por métodos interactivos
como el algoritmo Gerber-Saxon y sus variantes mejoradas.

Entre la gran cantidad de aplicaciones que tienen los haces estructurados una de las mas
importantes en el campo de la biologia y medicina, son las pinzas Opticas holograficas,
debido a que estas permiten la manipulacion multiple de microorganismos de una forma
controlada para de esta forma poder caracterizar sus propiedades principales [20-22].

Estado del Arte en México

El estudio tanto tedrico como experimental de haces estructurados en México ha sido muy
importante desde la década de los 90’s. Uno de los precursores de este campo ha sido el Dr.
Sabino Chavez, quien inicialmente en colaboracién con grupos internacionales, reporto
tedricamente el analisis de haces adifraccionales a partir de la ecuacion no paraxial de onda
en coordenadas cilindricas, la cual tiene como solucion a las funciones Bessel [23, 24].
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Posteriormente se comenzaron a estudiar otros tipos de haces adifraccionales tales como:
Weber [25], Mathieu [26, 27], Ince[28, 29], Circulares [30]. Ademas de la condicion de
adifraccionalidad existen otros que poseen aceleracion, debido a que la direccién de su
propagacion no es recta si no describe una forma parabolica, dichos haces son denominados
Airy [31]. Por lo que presentan efectos interesantes en la interaccion con la materia, esto ha
Ilevado al interés de poder obtenerlos experimentalmente. En este sentido, se han generado
varios haces estructurados, principalmente con hologramas generados por computadora, y
estudiado sus principales caracteristicas. Algunos haces estructurados que han sido
reportados son: Laguerre- Gauss [32], Hermite [33], Bessel [34, 35], Mathieu [36, 37],
Parabdlicos [38], Ince [39], Airy [40].

En el INAOE hemos usado los haces estructurados para manipular cientos de
microparticulas con unos cuantos mW de potencia usando vortices cuya radio es
independiente de la carga carga topoldgica del mismo (conocidos en la literatura como
vortices perfectos). Esto es posible porque fuerzas termoforeticas son mas mayores que las
fuerzas gradiente.

En cuanto a aplicaciones biologicas estamos estudiando el efecto de la terapia fotodindmica
en las propiedades viscoelasticas de esporas de hongos dermatofitos. Esto es con el fin de
evaluar en tiempo real la efectividad de la terapia y no esperar dos o tres dias a que crezcan
al final de 2-3 dias. En un futuro inmediato, evaluaremos la efectividad en lineas celulares
de cancer de mama.
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3.5. Microfluidica. Dr. Victor Ruiz Cortés

Estado del arte en el mundo

Microfluidica es la parte de la ciencia y tecnologia que estudia la manipulacién y el control
de fluidos en la escalas de submililitros en redes de canales cuya seccion transversal tiene
dimensiones que van de decenas a centenas de micrometros, aunque recientemente se han
reportado dimensiones nanométricas[1]. Esta es una disciplina reciente que inicié en los
90s y ha tenido un rapido crecimiento lo que ha permitido desarrollo de dispositivos
microfluidicos tales como los micro-laboratorios (“Lab on a Chip”), que realizan procesos
convencionales en el area de la bioingenieria, biomedicina, entre otros, con ventajas
atractivas como la reduccion de tiempo de analisis, menor cantidad de muestra y reactivos,
portabilidad, mayor sensibilidad y bajo costo[2].

Uno de los primeros objetivos para la comunidad en microfluidica ha sido el desarrollar
tecnologias que incrementen el potencial de los investigadores en biologia e investigacion
médica[3]. Muchos de los estudios en microfluidica describen métodos que pueden
reemplazar aquellos utilizados a macroescala y se presentan como experimentos de prueba
de concepto que intenta demostrar la eficiencia de esta nueva tecnologia[4]. EI nimero de
articulos publicados en microfluidica ha aumentado exponencialmente desde el afio 2000
[3], siendo revistas de ingenieria con aplicaciones para la microfluidica donde ha crecido
principalmente. Para un futuro cercano, es necesario incrementar el uso de tecnologias de
microfluidos en el area de investigacion biomédica para la deteccion temprana de
enfermedades, deteccién de una sola molécula, biologia celular [5], clasificacion de
células[6], etc.

Estado del Arte en México

En México, el uso de la tecnologia de microfluidica se utiliza en varias ramas de la ciencia
y en diversas instituciones como la Facultad de Ingenieria y de Quimica de la Universidad
Autonoma de Mexico (UNAM) [7], en el CINVESTAV —Monterrey [8], en el Centro de
Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada (CICESE) [9,10], ITESM
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[11], Centro de Investigaciones en Optica [12], Universidad Autonoma de San Luis Potosi
(UASLP)

En la Facultad de Ingenieria de la UNAM, se desarrollan sistemas BioOMEMS para
construir, a largo plazo, microlaboratorios en los que se puedan efectuar analisis como los
que se hacen en uno comun para estudiar sangre y orina, descomponer ADN o identificar
virus o células cancerigenas. En el CINVESTAV-Monterrey se tienen lineas de
investigacion en aplicaciones de la microfluidica para el diagnéstico de enfermedades,
estudio del sistema inmunoldgico y biologia de sistemas. En el CICESE se disefian y
fabrican dispositivos microfluidicos para la clasificacion de particulas (“cell sorting”™)
incluyendo técnicas Opticas como pinzas Optica con posibles aplicaciones en la deteccion
temprana de enfermedades. En el ITESM se utilizan en la busqueda para acelerar los
procesos de deteccion de microorganismos en alimentos empleando metodos
electrocinéticos; para ello se investigan las fases de separacion y concentracion de
bioparticulas a niveles microscopicos. En el CIO, se disefian y construyen dispositivos
microfluidicos con el fin de integrar dentro de éstos dispositivos de fibra dptica y construir
en el futuro sensores optofluidicos. En la UASLP para la generacion de burbujas de
cavitacion en una region controlada.

Existen varios grupos que trabajan con sistemas microfluidicos, pero son pocos los que
cuentan con un laboratorio dedicado a la fabricacién de estos.
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