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INTRODUCCION:GENERAL 

~:. ·.: .... ":::· ->>~:_·- .>:'._:_---_'·<: 
El desarrollo .. de.· lo5c · • lá~er~:;;;,y1t ,ei• ;~ctíi~} :1.lso,de; 'éstos en me.dicina, 

;:~!g:¡Je~~~1º~~{1~Zi%1~~?ci\~~Íf~~~t·tt~61~u~{~~lt;~~{;ªs~~j·idos. humanos 

>_~:, .. _'._( C·,·.:L~ "' -;_~··; -~;", ·-," -;~'J 

El · pr.i~cf!J~§T€~~~\efü¡i(.~~.•§E11fjk~J~,;1~:·.1:P~JI~c'.~f:c3D),cr~· 1 a·. ~~cti~.ción l~:;;er 
·con.· el t,i:ji~~·,;~t¡ína~q;·p,áfa•:.aete,r;niir~r; ';e~ 'l:iffeg 'de .··c¡pli~ació~> necesaria· 
par~ cad¿j')f~se,'i:;~ .. e~·· s~ C:~s~,· d~s~~:r;J{i~f. ~E!'1 Üser afü1cuado para un 

tra1:arnie~~c{5.~~~:Ji;i}itó:' '· ·· ,. :, '' .• ;;:·. / '?';' · ·. 
'i;;, +~ ''" !""'"-""' - o.~.- ·;:_ -. --,. ? .... , - :'-'- "' , .. , . ,-

Desde el · surgimiento ·de los láser~~ ~:~J~ l11~s{ '.ae·;·"3 ó; á'ños.J<c' ~J:i.ú~i~s 
aplicacibnes ·. han surgido tanto Índí.i~f~iciie~ como' aé ··desarrollo 

científ ice. Estas fuentes de radia6ión el'ectrÓmá'gr;'etici.i son rnuy i:ltileis 
.··::_ :_·. - ·- ... -, __ -··. : 

por sus características d~ monocromaticiictad, 6oh~rencia y 

direccionalidad. Existen láseres qúe emiten radiación en diferentes 

intervalos espectrales desde el ultravioleta (UV) hasta el infrarrojo 

(IR) . Recientemente se está investigando el uso de los láseres en 

medicina, 

cirugía, 

oncología. 

en particular 

dermatología, 

en los siguientes campos de: 

odontología, oftalmología, 

cardiología, 

ortopedia y 

La caracterización óptica del tejido humano es vital en el desarrollo 

de las aplicaciones médicas de los láseres. Las propiedades ópticas de 

tejido humano normal y patológico, no han sido totalmete 

caracterizadas hasta el día de hoy. 

Por la importancia que 

aplicaciones médicas de 

algunas características 

existe en el desarrollo de las posibles 

los láseres, es de gran interés investigar 

físicas del tejido humano al momento de ser 

irradiado; para ello es necesario conocer primero las propiedades 

ópticas que presentan cada uno de los tejidos a la radiación láser o a 

cualquier.otra fuente de radiación no ionizante. 
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cuando la radiación-_ lás.er incide en -el tejido) ,dependiendo ele las 

características propias de cada muest:i<;i _ _Y ~e la radiación, es 

absorbida, 'esparcida o reflejada.• El ;.:tejido fovol ucrado no es 

homogéneio y cada uno de sus compof1emt~s 1,_y- -'~struc;turas C()~tribuy~ a 
caracterizado óptica._1net~. .,,,_ · ' _. 

Desde hace ai;:íioximadamente 2s "a~os s~ ~2n i\~6it1"~~t; un gran nÍímero de 

modelos fisiCos.c qÚe predicen t~óric~m~~ª-. las ~:i,:opi~clade~ Ó~tic:i~s del 

tejido. :Las .. aproximaciones de. es:to:'l-. modelos se . basan en _las 

características y estructuras •del tej'ícl.ó'. bi~lÓgico y ·del tipo de 

radiacfo!l é1~(:'1::ro;u~gnética d6n qu~ son ifracliados: La cl.etl!iriniri~ción de 

éstas propiecladés óptica~. en muestras biológicas es uno, el.e. ·los 

principalefs proBieii!'~;;•_c;¡~i;:; ~"~iá;r. en ~~yésÜgaÜóll hoy en c:Ú~ (Cheong, 

W. et al, Lfog~}·;:.~, _< j}" ~fr :·e i0E/Ak' 
-,, r:~~.;.~, .. ;:'.:li·· ::;::.;~~'....-'.'.-:-:.,---o-o.;':;'' 

con el 

casos, deje de ser valida. 

Actualmente la literatura reporta investigaciones de irradiación de 

luz sobre tejidos biológicos de animales y humanos; ésto tiene que ver 

con la similitud entre estos tejidos y, por supuesto, por la facilidad 

de experimentar in-vitro y poster-iormente in-vivo con animales. En 

este trabajo nos abocaremos a la medición de la densidad óptica en 

tejidos humanos in-vi tro. 

La determinación de las propiedades ópticas es muy compleja debido a 

la gran variedad de tejidos humanos del mismo tipo, los cuales se 

caracterizan por su diversidad en la composición y organización de sus 

componentes biológicos. Así, la determinación de las propiedades 

ópticas que se presentan en el tejido cuando son irradiados con luz 

tienen un alto grado de incertidumbre. 
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Debido al alto contenido de sangre en tejidos humanos, el estudio de 

las propiedades ópticas de ésta es central en muchas aplicaciones 

biológicas y médicas que utilizan lámparas y láseres como fuentes de 

radiación. Las caracteristicas de absorción., transmisión y 

esparcimiento ·'de · 1a · luz por la sangre, tiénen efectos. en los., 

diferentes usos terapeúticos y para propositos de diagnóstico cliriicio, 

como por ejemplo .en espectroscopia no invasiva del cerébró, corazón y 

órganos int.ernos y en dosimetrj.a usada en terapia fotodlnámica para 

detección y trá~all]i'."nto ··de ·.cáncer. 

El uso de varias técrÍicas.espectrbscópicas para probables aplicaciones 

en diagnósticos ínéaiC:Ós, ese han ~eicho cada vez inás importantes .en los 

últimos ocho. años'·:' r;~s inv:ést:Í.gaciones del comportamierÍto de la .. luz 

dentro del tej .i.d.t:i. rios co;,:duceri>a Ün níej oi. entendimiento de .los métodos 

espectroscópicos~ de flúqi:esciehciE!·:- · 9ue _ :sec estai;i .é<11lvestigando 

recientemente .•• [ArÍd!';~s~?n;_Engels, ·s.: ·et al; 1990); 

'..,_.: . >.~ , :·:i_ ·,·::·:-- ':¡ .:,:_ ·:. ::- -_:._ :~~ 

La principal moÚ,,aciórÍ de este trélbaj6 :¡is, -Ú' ·Íned.Í.ción de las 

densidades ópticas de té] 1c:i'C,~ : J-i~;anos ,1.:p~i-~• cfü•- '6~·r1'l.~~E!rización con 

fines de dosimetría .. Este •trabajó ·se· hÚo<d~ri Íé\ colaboración de 

físicos del Laboratorio ci'." 3ptf~~ApÍicC!ct~7d~l. ·9~niro ·_de Instrumentos 
de la Universidad NacionaLA~tÓ,~o~a d~ .M:é~{~¿i'.-~i-~édicos del Hospital 

de Cardiología del Cehtrd M:éc'i.:i.cb. i-f..i(!J.óJ1é\i;' s.i.~i~:,-:x~t del IMSS. 

•···.· ... >>. <,<:, <;.··· . \ 
El trabajo consistió en. médfr I por m~-diÓ d~ ·té6~i~as espectroscópicas, 

la transmisión y la reflexión de ~~diaC:':Í.ón.;nb . ..'.ióhizante en diferentes 

tejidos humanos y en soluciones de 'san<ir~' h:iimáha disuelta en agua 

destilada para determinar .• la' --densidadcc.:Óptlc~':~ en tejidos humanos 

in-vitre en el espectro visible; 

En el Capitulo I se explican los fenómenos y efectos que se llevan a 

cabo en la interacción de la luz con el tejido biológico. En 

particular, se consideran los fenómenos de absorción y esparcimiento 

en la irradiación de las muestras biológicas y las características que 

presentan· éstas. Se exponen los diferentes módelos teóricos que se han 

propuesto para describir las propiedades ópticas de la interacción 

luz-tejido, así como las posibles aplicaciones en medicina. 
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El capi tillo ·II describe la instrumentación espectrofotométrica 
necesaria para el análisis de los fenómenos de t~a~~mi~i~n y de 

reflexión en las muestras biológicas. Se mencionan aJ9tfr¡a~?,d'~~ ias 

fuente.s .. de·.·· radiación · .. no-ionizante, los 
analizador ~uÍticanal.óptico, ·el fotómetro. 

:.,-; ·'O-,---.,·--','«'·' . . . . -
ytt:()Iri~~;~i!~~1~i:·~e:j~¡=~· 

' ;o;, ·1;::_;_;. -

requerida en este tipo ele técnicas espectroscópicii,s·; ! ·':'. . , .. ,,. ;.~··,r 
~}-:~ 

El capituló r.n: .explica .el .·procedimiento éxpérimenEa1:'~ai-a fa: inéd.ición 
de las densidacle~ ópticas de los tejidos hufuanoE; y, de la sangre 

humana; désde .lá calibración dél sistema E!~pE!c::tr(;i6toníét~ico hasta la 
preparación dé 'úú'.i . . múes~tras. se cliscuten. ·y \'?ompar~n. 'ios. 'resultados 

experiment€!1~Sbsiei:iictoscon .los reportados én la lLtératl,lra. 

/.>.~/ ;. > > . . . . . . . •.. ·• ... · > \ . . 
Para compl,.;;m~nt~~ elt;;.abajo. de tesis se . .incluyen las Conclusiones, 

Figuras, . T.,;bfas,<Gr<iiiC:as, ApéncÍic~s y ia. BibÜog~afia. 
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CAPITULO 1 

Lll. :i:N~ÉRÁci:IoN n~~-LÁ wz coN EL TEJIDO BIOLOGICO 

LL rnTRooocj~J;~.~ ~: :,.~'!;: ( ' 'i\. ~( 

~~,~~i~~~}i!~f ¡i;t} f~~~~i~~l\~~~~~~~ll~i*&::E 
~;:::;-.·.'·.:~}-~':·~··:·;e~··~" ,- /..:~:;-'_ ... ,:,,:;" -·¡,-- --:.; ~,,,,:·: !_¿,·,;t~;, 1~.~ift""·~:~f·.i,, ~~~,,~- :~·(;,, ~,;,;~:.'~::: ':.;~> ').:i'i: 

cuando ei;it.~j1'3~'· ~i·a~~Ji&a .-.;,;,·?~~~<i!d<l6¡/~·-.·J;.'~di~·¿;'fóri\'~í~H;-t~611-i~'gAéi:i6ii: se 

llevan a-:· .• º··pªo.bro.-.-_•·.··,•.~lr.:_d0_,·ºs·.· s.-.~_; .. :f··,-eP .. ·-n.~o-~_-m.~ee.--n~'o'_?··s~-.'.=.·.d·e·_·~-.•.· .. '·r···:ª:·ªb,f_,s)onri1.•·c~_.s_·_1.i0.~-'b.;n•n_-._•·.·y·::'l_' •. -~.-:_,•.':dte~e-l .f;~-é~'f6n'l~~d:~~~/~u'riÍe~ -son 
afectados_ - _ _ ~~p_a~6iiílí~n~&:~; 

,, ~ :·~:-:~-:t--:: ·<"<- ,_-:-,:_ -~;~1~~i- .~i~-:· o(:;~~-~~t:-~~-~-~,~~;;;~1-~~:~ ~;,~~F<--~ 
-. 

El conocimiéntc;;'deilós ¿fectos;.de'''áf;liiorpión;Jespar:cimiento, reflexión 

y tran~mi~idn: s6ri nei:':~sariÓ~ • ~k~~\'féin~'it ória iiiie~ibión cuan ti ta ti va de 

la inte~itóciÓn ;;ii.i~i:_f~jrJ'ci~¡;bitlii'ij.ig~~:;i?~~] 
0

ejeinpl6, el fenómeno de 

absorción incrementa ici·t~m~~z'.·a~u~á ,del ~ejido al ser irradiado y esto 
da lugar a. los efecto~; ':E6tot~rmi~d,~ . en ei iííter ior del tejido. 

"> ·' :: :?-:-.:-.-;. 
Los efectos fotbténni¿;Ós) ási c;;~o lb~ ·efectos fotoquímicos y de 

fotodisrrupción, - a'ependen' 'd~.1.( ff~6é;;: de radiaCión electromagnética 

incidente, ya seá, continua O:pU:lsad~i~:foei;Ú.iongitud de onda de ésta y 

de las propiedades <del tej ié:i9 ~\' To~o~':( eétos factores influyen en la 

distribución espacial de; la --ra'di.aclÓri · incidente en el tejido 
---·:. Ji: ;-{~~~~;< o;,-,, 

biológico. 

~::ce~:se::s a:::r:i
0

::n::nt:uz 1l~J~j~:-~!Sr:i::;::::s c=~~=ti:u;:~::: ==~ 
tejido, este proceso puede producir· fótocoagulación o vaporización en 

el tejido. 

En este Capítulo se analizará la interacción de la luz en el tejido 

biológico -para la medición de sus propiedades ópticas, en particular, 

la medición de la densidad óptica. Estas medidas son de primordial 

importancia para propósitos de aplicaciones médicas. 

7 



1. 2, LOS EFECTOS DE. LJ\ IRRi\Dli\cIÓN EN EL •'fE.JIDO. 

La radi~ci6ri 'de ,;ttn·;~~~( ~~·;·'.Ec7~e{l~~ )Et iriie~j~¿l:·d.e ... d~s:.rnédios, •.por• 

~=:i1t;~~¡;¡~~t~J,f ;.,t1.:~t.:~Jf~~~i~~~~~¡~;2~~~1r~=:f ;::~;= · 
;·\}~- /'~-(.~," ,,~::1·;' ~:r; -.:~:~;·· . ,,.,-: .·tL:;;~ , 'J ,, " ..... ;~:~/ ,,.~,, :-;~i1~< ~.~'-:c.~:::~~:-~-:~ " . .-, .. _ 

La radla;l¿h: qi.lé '.pása 'a~l i,j¡]edlo .a\Ín*;:pa:Jfé';'(le;j_ t'ej faÓ 1<'iritei'a'ct\ia '~6~ ,• 
los· át~m'os y• iii6ié6.Viis ':6o!it~Üictii~ i.en i•é~fé;.'é J~u':~~t.Gf~Í~.~"~\~)~~: i'J.a> 

interacdión. puede; "variag~·t'iiii?e.~~ierid6 ~~. i~~ ~rci~i~daél~s·;,:ªe;~~a.i.~u'.~~t:fr:· 
;~L ·_; fr-:~-~;)'':~- . : __ ·>, ,_,_c.: ~. \\f;·-: ~í~{'.~ >·t·~ 

La interacción •. a~· ~t··fM cb~ •~j_'ci~·'. mliesfras • de EE!j ~db.' i 1?:~§i_ó~i6~· '2da 
información · es~n,cia1inénte,:' ·4~: ·.a6's/ ·~·ro.9~s~~ a· p~i1Uef·':66;ª·én'ii la 

transmi tancia y· la reh~ctéJ.nda ,/ eS:t:o se de.be a q~e JaJ:..ri~J~Í:Í_i~J1 que 
pasa a través de la· muestra~ es•'afE!ctacfa · por qos •• · irnporf~ntes Emécianismos 

llamados absorcióny:~~R:~r~~mi~nt~./~- -·•· '"c":c:-. '.;'. 
... _',~/,' J : :.~:~- '\~:, ''. 'f';.~.:}, ,<i-.!;,-/ ~~.'; 

~ - ., ' ' 

a los átomos o moléculas que contiene la muestréÍ, los cuales son 

excitados de sus estados de energía iniciales:a estados.de.energía mas 

altos (estados excitados). Los átomoi excitid6s o moléculas tienen una 

vida relativamente corta y tienden a regresar .a su estado fundamental 

después de aproximadamente lO~ieg'. Generalmente, la energía liberada 

aparece en el sistema como calor; :Así; el aumento de calor en la 

muestra es debido únicamente a <La--· luz ··que· ·95 'absorbida por ésta. La 

eficiencia de convertir la energía ~e' la luz a energía calorífica en 

un lugar determinado de la muestra depende de la absorción de la luz 

en ese punto. 

El esparcimiento es la pérdida de la energía de un haz incidente a 

causa de la heterogeneidad del medio. Esta energía es subsecuentemente 

reemitida hacia todas direcciones en forma de luz. Este es el 

mecanismo físico fundamental que opera en la reflexión, refracción y 

difracción [Martellucci, s. et al, 1983]. 

8 



-l 
1 

El esparcimiento en el tejido se deb.e a las ·discontinuidades que 

presenta éste. en el indice de refracción a' nivei m~cr~scópico, 
provocando ... el cambio' de .dirección . dé la energi.á de ui1a ~hci,a~ ln¿iderite .. ' 

Estos t~j ldo; rnue!otran heterc:)geneidadesc' fl;,lÓ~~p \:i~bs~a'~' ,;a .la 
distril:il1c'ión' ci~i. ~Ü: ~~tructura molecul~r. •· ... ,,,.~ r~:"~ ' :' ':'Jt ;f · •; 

:/>i\~~ "•'•;- • '.-' •,- º~··,, '·\"~•• ~{::. 
,,"':'.\" ".· ,.--.. ''/· .:-,'.; ·-- i{~?' .1,~~+-·--

L'1 .· abs~rb•¡¿~; :~·;; ~i·· ksp~rcimiento fü~ la i:lu~;(,";~~f~~.J~"~;ª .. :. • •. ·~~fo~h ~1· 

Ufsluo]s'ot·····e.~rsa.~p?'esu:~t~'l.ifc,.i~o~~s;fi,'.t ... '.ec10';.m' .. to. ·~)e.1n'dat·.·.e. yr•.·• .. :a·····pii.~a.~ ef~pto,s' ,l:>iol?g§~ci~'.{~u ~ecii.e1~es ;' en. 
·.. . . . . . . .. . . iÓt~ain~U1.t6~~;~ ~·~ ;~iiJ~i~;;'•1;~.~~Y~.< · 

~~,\~·r; ,(,~:~; ';:~~v::.:'.! ·:;\I:>· '·- - .. , . . .. .•f~:,: , ~:~K--~"· ~~~~~-.:-/r,.ii'.}:~:::: '/· ~ .,,~ 

;:~:~~~;~~t~~~~t~:il.~~3tl;i~L,~i&~:it!t~~~tmlt~~;~;~!!:: 
mayores lor'i'g.i.tITd~~ ci~{ ~'6;:;d.~) "-"'' ~n _e·; f~f;~<l~:;~ á~~:::~ í.J:u~:i~scen~ia o 
fosforesciend.·~ .:::-· •· ' '~-e ·c::';c. · __ .,. '· · íó" ·.:t~:': '- .. · 

.,,-. :':> ... ! ".~.~· '<':;~·;;·- :.~~-·:~::·.~)::~'.-'.:> \/'. ~:-~·- '" ·;_._, .. ~,}:; 

;:~~:;:~~: r::::1~t~~yi~1:~1~1}·~r~i~\{i~~?::=:=:=e::~::~;: 
para la luz reflej~dk ~if~sa es ;al <l.~al:" ·y' tiene una distribución 

uniforme. La reflectanbi~·; difusa ocúJ:-re pl:"imeramente en la interface 

aire-tejido. 

'l'odas las aplicaciones biomédicas de los ·láseres están basadas en las 

interacciones de la luz láser con sistemas biológicos, éstas causan un 

gran número de efectos, los buales pueden ser divididos principalmente 

en tres grupos diferentes. Primero, la luz láser de baja intensidad es 

absorbida, reflejada o reemitida (corno fluorescencia) por la muestra, 

de manera que ningún cambio ocurre en ésta; estas interacciones forman 

la base para el diagnóstico láser (diagnóstico espectral de moléculas 

y macrodiagnóstico a nivel tisular. Segundo, la radiación de mediana 

intensidad de UV y visible puede excitar estados electrónicos en 

moléculas, causando efectos fotobiológicos especificas que ocurren 

debido a la excitación de cromóforos en células (endógenas o 

exógenas)~ Estos procesos también ocurren con luz de fuentes 

incoherentes, pero el uso de luz láser puede dar varios beneficios 

desde un punto de vista práctico en la fotomedicina y fotobiología 
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molecular. La· tercera. clase de 

alta intensidact/''lc{ ciial causa 

efectos incluyen; ;acú~c;~On :lá~er de 
daños .. en ,el; téÚdo ~or.': d~str~cción 

mecánica~téi'miCa)) liic1r~<l.inámica; estos proc~s9s,; ~ª~ª11\~nte otikervados 
con fuentes .aeY,iuz Incohe~entes, fÓ~mán. la. b'as~· ·de :l~ ,;irug:Í.a lás:er . 

. . "- . - .···-. ;: .. ·' «·.--"• 

Los pr¡A~ip~Íe~~ :,.[~f~~tÓs' en la int'ercÍcciÓn lá~ei~t~jid~~ .:~¡~.~·;· las •. 

fotoquimipci,f,;1/. ;i,'fó~cit~i:-inj.!:'65 y; de fo~oa~~C:~~p()siC:iól1~ .• 5uaiC;tu.i.E!J:"a· 'de 
estos< efecto.i(' pliesi~úi ser usados : ~ara •.remover tej,i;:i~; •. •' «<. '< .. por 

tal.es como 

niveles 

La propagaCión cié la IiC.:e~~ró de materiale;,' 

principalmente por el 

son producidos debido 

al agua que contiene el tejido~ 

Es posible calcular 

mediante la medición 

la absorbancia de la' ÜizFtotal por ·el 
,, ·: --- ; -._ .. >··_( 

de la .intensidad: cié iúz~foC::iclenf:e y 

tejido 

la luz 

transmitida utilizando la Ley de Beer1 .á •pesa':!:·· d~ que la distribución 

de la energia depositada no es constante: en el tiempo debido a la 

conducción del. calor. De esta manera se. puede obtener en forma 

cuantitativa el coeficiente de absorción total µ (o coeficiente de 
' < < < t 

extinción) en cada muestra. Este coeficiente dé atenuación del flujo 

promedio es la suma del coeficiente de. •absorción µ" y el coeficiente 

de esparcimiento µs. 

El coeficiente de absorción total describe la distribución del fl.ujo 

real en el tejido, sobre .. todo.en ... la región de· la penetración óptica. 

La profundidad de penetración óptica es definida como el inverso del 

coeficiente de absorción total, y representa la distancia a la cual la 

potencia total del haz incidente es reducida a 37% [Nakamura, s. et 

al, 1990). 

La profundidad de penetración de la luz, asi como el coeficiente de 

absorción· total en el tejido dependen de la constitución del mismo y 

de la l•ongitud de onda de la luz con la que se irradia. 

10 



La absorción de .la luz depende, d.e la longitud de camino medio· qúe la 

luz viaja en la mi¡estr~i y l~ longitud de .camino' medi~ depende del 

grado 'de espa~cil11:Í.ento,' 'es decir, si hay mayor esparcimiento' de 

algunos'.·.f···.···c;·.·t.· .. ·.·.ci.n,·.·.•.e.·.·.s.·.· .. ·,,··.\ .. '.·.·.''.é.· .. ·.~.·.·.t .... º. 5.'.·.· .... ·t······l.·;····e·····n .. ·.·.···e.··.·.·.n·.·· .. üria'ioilgitud' de camirio míácúb ní'ayo~ i' .. a!;i 
tienen m~~;,pcis'i8iTfdict~s;~~~.¿s~i:~~b.~o~l:liaC>s a ;mayé>~' ~;,:ói~i.11?~i~tt-d ;{' ,,, ' < •,,' 

En las l~hgl~u;i¡:!~~it~;:~¡~~~; ;~e~:,' ikiiii á:: rrg¿~ '~.·:~ri ;g:nehü :: :~:•: ~l 
intenra10 . .. . . ' ·. ~''· ' . . .. . ...... .. i'.J:a:;:<ii:i~· ~.".1 .. '.'.e,'.k ... b ... ~ .... ª.", •. :,~·.e:.·." ... ··.i.''·.ei .. ·.··.a._"•.'.:.·.r_·~.r ~~Yrn.fü.·•.i;;,~.i .. ·. ~·e:.· .. : ... t. · cii:: 

·e~s.• .. :~c.:.·.~.~,;i.d.·'·.~.'·.·~ .. ·.~.·.·~ .. ·.~e.;.'.~v ... 6.'1·~···.~1.i.:.f.·,···~efi' , .· i/,Y •ss ~•::. e: . ~~): >.r,·:.i.11 . " 
dominante ,_., ""'''' "".':i'• y .. ,,,, .. ,.,,,·,"··;·:,;,'.·:'..";:" . .,.,, .. ··;F: ··;.· 

~D.F :.\-·:i., ,~, ,,.~:~~.·, --· .--- ')t~::' ·,,l~h': ,'_(;" .. ,,,~é 

:::,::~:~;:~::::=!~~~1\f l!i~itl~:i~J~f J~E~t~tt~~;t~t~~E~~t! 
:~::1:;n~e ~:p:;:~:r:~~~·~jJ~Ji°~,rf!;i::~J%t:~~i~:~!~l!i~s;~e!'~~:.~:;~~::·· 
de la propagación ae i.a"iuz:; A.a~ma.;;; la:s · prc:ip:iedadeEi óPt:i.cas'' dependen 

de la longitud de onda, d~ ia r~cliación elect~omagnétlca y: de las 
características del téj f,do. ·' 

1.3. LA LEY DE ABSORCióN·DE BEER-LAMBERT. 

cuando la intensidad..,dé':· la· luz I
0

_ es transmitida a través de una 

muestra , 1 a in te ns id ad dé .. saÜda I es _ª-.m.;'.e .. 1n···,·ª·~.-::.-... L.••.·e;_~y' :d•.>e~ .. I····. ºa•·. ; .• b •• spo' ªr .. r. cªi·o· unnademuBeeesrt~. ª 
dada, I depende del' espésoi de'.~~uerdó . 

I (1) 

donde es el coeficiente de absorción total (coeficiente de 

extinción) / y L es el espesor de la muestra. El coeficiente de 

absorción total depende del coeficiente de absorción µª y del 

coeficiente de esparcimiento µ
0

, de la siguiente manera: 

(2) 
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La Ec. 1 es la ley fundamental que gobierna_ la ·absorción de . todo tipc:i 

de radiación electromagnética, es aplicable no· tan ·solo' a: soluciones 

sino también a gases y sólidos.. Esta ley :es ,:conoeida, pór difh~'ntes 
nombres: Ley de Beer-Lambert, Ley dé: Uoi.igu~r-,~~~f, )J:,ey :de~ab°S~rcióll de 
Beer, o más comúnm~nte/ F~Y',~e-~e~r~}~n·'~ste, tfabáj°.!i;·se'iñi!inaibl-i~rá .con, 

el nombre de Ley _de B~er; _pó~' ~~mí:>~i~fda:. . >•:; , ·.) ~;; •: ._ . 

::::·,~"~:~r i:;;:~~~~iif~~ÍF~t~11~:;¡~ii~!!f 11t::;::::= 
-. !.'. '/.· • '-{~·~-" . ;,. < '."~~~ 

La intensidad de luzi i~~.i?~ri~~; t ;·, 1á intef1sidad de! iui<:.:trarismitida I 

por la muestra no pt¡eden? se':i:: medidas . fácilnie'¡li;é},~~n'· é!l 'laboratorio, 

debido a que cada una d'eí iás~·~Ueí'st.fás ~~::cc:ifr~~délbel-i> ~1gün recipiente 
o entre placas de vidr.i6; de mal-i~r~ qu~-- la' i~ntei-acl:'ióil ··de la radiación 

ca las paredes del. recipi~nte e~< inev i ta~le; E~td''prOciuce pérdidas en 

la potencia en cada interface como i:::onse~iiericl"~:a~ ta. :t"eflexión o la 

posible absorción que sufra la radi.áciÓri>.C~!~~j);L~~n algunos casos el 
haz puede experimentar una disminüclón···énc:i:L¡L 'pptencia a través de la 

muestra como un resultado del espa~clfui~rit:6 por moléculas grandes o 

por las inhomogeneidades de ella· riiism'á :.:: ... 

Para corregir estos efectos,· ''iii.Ji fntenSidad del haz transmitido a 

través de la muestra (tejido 6~~~hgf~¡ ~s c'omparada con la intensidad 

del haz que pasa por el 

forma se puede obtener 

muestra (ver Apéndice A). 

mfsmd\sf'~t+a'ipero 
la · iJi: .tranm:nitida ' ~;·t;~~·:: :.;-:-:-.· 

sin la muestra. De esta 

únicamente debida a la 

La transmi tancia es la fraccióJ1:' 'ct~'' la radiación incidente transmitida 

por la muestra, esto es: 

I 
T (3) 

Iº 

donde I
0 

es la intensidad de la luz incidente e I es la luz 

transmitida por la muestra. 
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humano, una 

esparcimiento 

(Fig.2). 

La atenuación del 
términos de la 

esparcimiento 
esparcimiento simple en 

usada para calcular la 

la luz incidente [Ishimaru;c 

Beer es válida solamente en 

Ley de Beer está limitada. 

; o también 

En 
directamente 

una medida 

el tejido 

debe al 

absorción 

ser expresada en 

absorción y el 
Considerando 

de Beer puede ser 

en la dirección de 

de 

En este aspecto, la 

Se consideran soluciones altamente --ccinceritradas aquellas mayores de 
0.01, es decir, mayores en 

una 
una proporción de 

de las partículas concentraciones, cada 

absorción interactua con sus vecinas y así 

1 en 100. A estas 

responsables de la 

cada una afecta la 

distribución 

interacción 
de carga de 

puede alterar 

las 

la 

partículas 

habilidad o 

que 

la 

la rodean. 

facilidad de 

Esta 

las 

partículas de absorber una longitud de onda de la radiación de luz 

incidente. La interacción depende de la concentración de la muestra, y 

esta interacción causa desviaciones en la relación lineal entre 

absorbancia y concentración. Si estos cambios en la concentración de 
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la 

de 

La 

La 

En la reflectancia; 
medida de la luz reflejada por 

la muestra (ver Apéndice A). Ambas 
las mismas condiciones experimentales. 

o 

la 

Para un material descrito por la Ley de Beer, una gráfica de densidad 

óptica contra espesor de la muestra da una línea recta, con pendiente 

proporcional al coeficiente de absorción, Ec.5. Cuando la longitud de 

la radiación se aproxima al tamaño del objeto o cuando existen 

inhomogeneidades en el medio, se presenta el fenómeno de esparcimiento 

dejando de ser válida la Ley de Beer. 
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Je,: .. ·'.··~~::·.>~·,.<: .. :.':;~ 
La distribución espacial y l<i> úiterisidád ·de la luz esparcida en el 

medio dependen del ta!TlañÓ y · de la ·forma de las partículas 

esparcidoras, de la longittia -de --onda- de ·la luz incidente y de la 

diferencia en el indice de refracción debido a las inhomogeneidades 

del medio. Para partículas con dimensiones del orden de un décimo de 

la longitud de onda, el esparcimiento es generalmente débil e 

isotrópico y sus intensidades varían inversamente a la cuarta potencia 

de la longitud de onda. Esto es conocido como el esparcimiento 

Rayleigh. 
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Para partículas cuyo-- tamaño·· sean del mismo ordén d~ %agnitud:• de~ la 
longitud de onda inciide~te,_ el esparcimiento es -grande'. y -dirigido 

;:~~~:ri~i~;;~i~i~ii~1füe~s~t100~:ecªs. ~c1o:n •• ~o.:c•··~i~d.~oi=cfo:,~mi•o_¡_._._d_q __ ._: ___ -_·e __ ._•._~_.1=.E_-_ •• __ :_._-_._ •. 
1_·_-_fe\_*·s·~~P~aafri•_'.c;~1ª_:m~i~~e.~ni~~t:oC~~M;:1•• •e*~-·.:! diÍ:-igidC>;:hat:ia, acieia'rit.e; -- -_ _ _ _--_ _ 

~::::::~!:fü1gi:~~~~:it'_,1•_t.º~n1_g~ª1\;t1u.~d).:_•$d_:~e_~_:_·º_•._e_--_·º:_rn'_0_•·_~d~_:at_•_--_ª: __ -_._._._ªº:P~{t1·_••tca'._· __ •. '{J~•;fü~~~::~::: 
cuales son del ~rder{iaé\'_una'. -

>" --:::·;~ --·~::·- __ ,_,~f'· :!··;:.:.• :··\\º. 
\.'_,/: 

~~ :::ª::~:i:n~: i~~~~zt~;¡7r;f~1c#fJ.ri~l~1l~t:~i~!tf :ji: '::~ -:::~;:~:: 
y atenuada por otras•:·-- p~rtidd1'~s;i~~~-E=~"'--~~.!:If:j • éÚste · '_esp~~cimiento 
múltiple cuando las partic~i'aé· in-he~a6tu~r:; cbn sus ,vecinas. 

: ?:e' • Xi·_, ~-~-~;;--,~ 

Para entender la interacción -di2éi~'S'1~~ "co~-fev t_ej ido biológico, es 
importante conocer algunas cara.i:::t~risÜb~s<d~ las células y tejidos en 
el cuerpo humano. Hay células --- de --_ to~Ós tamaÍ'ios y formas pero 

generalmente su diamétro es de algunás micras. Las células del músculo 
son de unos pocos milímetros, :.m+e-nt~as_ que. algunas células nerviosas 
son del orden de un metro de_ lai:-go-'. _Las -células agrupadas y combinadas 
con otro material forman el· tejido. -- Hay - cuatro tipos de tejidos 

. ' ~· 

básicos: epitelial, conectivo'; .'nítisclilár y nervioso. Cada uno tiene 
propiedades ópticas esp~cífl'C~:s~'- fa,'a~:cuales deben ser caracterizadas 
individualmente. ;:'.·:~·;\1 

Por el al to cont~nidoi 4~/';~~~§re' en algunos tejidos fue necesario 
analizar la o.o. d~:ia'.s~n~~~"'ci-íe~C'lg1obina) en fUnción de la longitud 
de onda. 
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1. 5. LJ\S CARJ\CTERISTICAS DE_ ABSORCION DE LJ\ SANGRE. 

----_--•- --) • : L .'.? > , , . -~ - -

La_ S!ang~e e~ una ---~ui;pE!nsiór,i Je, elem,e~:t;is 9e:(iil<'l:t:E!~i- q~e contiene en su 

- - . -... - .·: .. ;=:. ..... -,\-;~ ~<·~-::}':.:i .i;·; , .. ,_. ······'· 

La hemogi~bI~{·~~~:.J.~~;pfÍnciil:,~'l- i::aüsan_-, __ ltu-_e_. __ --. __ z ______ d_'_;_:c_._-_'a°"_-__ z __ j_t_-u-_} __ 1,k_:_~--·-_•,'._!,-·-·-I ___ :_:.~_-_-_-_,_-_-_._-v __ J:,_· __ es_;, __ -'._'_·r·~_:·_•·dr_'._:_·ef_:·_-_-.·_·_1_-_.--·.-_-_-__ ·ºY·_~-:---_--_-_._~_-_;·_._:_~a:_-_-_ •• __ dm,ª_-a·_·_._'.:_•rf~-· a1_,_.l·_~·a1: __ u-·z en 

~:n:;n!;:~oi:::~\~i~i\~:~~~l:~Í~!,~;-~Jij_;,~c•. ;,"' - '~- - ·-. "• - ~ y ,en 

. -,+; -~~~t:~~,, \~~~'.- "'' '.>.-

Considerando el ·fenómeno: _cl~;:.{¡~·~C>'l:'~iól"l, es de esperarse que en la parte 

del espectro del ultra-vié>ie-i:a .~1 coeficiente de absorción µa fuese 

mayor debido a la alta· 'al:is6rciÓn en este intervalo espectral 

caracteristico de muchas biomoléculas tales como las proteinas y los 

ácidos nucleicos. Cuando se incrementa la longitud de onda, esta 

absorción decrece y la absorción debido a los cromóforos especificas 

tales corno la hemoglobina, mioglobina, bilirrubina y melanina aumenta. 

En este intervalo de longitudes de onda podriamos esperar ver 

diferencias más grandes en el µª entre diferentes tipos de tejidos 

cuando el contenido de los cromóforos variará considerablemente; una 

vez que la longitud de onda aumenta más allá de lOOOnm, la absorción a 

la luz infrarroja por el agua se convierte en el mecanismo dominante y 
podriamos esperar que el coeficiente de absorción de muchos tejidos 

sean tan grandes corno el del agua (ver Gráfica 1) . 

En las longitudes de onda del visible y cercano infrarrojo, la 

absorción de la luz en la sangre es principalmente determinada por la 

concentración y la saturación de oxigeno en la hemoglobina, de tal 

modo que cualquier variación fisiológica cambia las propiedades 

ópticas de los glóbulos rojos al tarando la absorción y el 

esparcimiento de la luz en la sangre. 
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1.6. LOS MODELOS TEORICOS. 

Numerosos m~~ei,cis;. han. sido reportados en la li teratúra, éstos predicen 
el flujo.·:-de.• la:· lu·z··en el tejido, o _la r_eflexión, y" _transmisión de la 

luz por ei t~j:Í.cto/ En Cl;~lqui.e:r c~~o; para l_a. evaluació~ del promedio, 

del fl~j.; ae '.{a '¡¡;~~;~:i.~ en un m~dfo, los paraniétros ópticos del 

material - ir~~dfad6 deben ser conociclos,. iian1ados comunmente como 

coeficiente de 'absorción ':L;,; ·; co~fldieirit:~ -~f ·:(;!·~pa#gimiento µ" y una 

distribución ' ai1~ul ar de( esparcimi em?e.tdC>i;:d·--a~'s~:_m_(_-_Pd'.le·.·.:··.··_e·.·_:_--_-··c¡:·a; (ngt-)
1
';da. dLeoss parámetros 

ópticos son C>J:iterii~os' a~ c~nve:rti'f - .. - observables 

(por ejemplo~ ia'.•ref,l~~iÓn»~·~Ii;:pafájtietrd~i ~que• caracterizan la 
propagación de 1¡;- 1\izt'e_._n}_,·,.J._:teJ-,l-c:i'a-_,.·: ·:.- •-?;, • ... _· . .-

,. '>t• 

Existen·· varios ~~,o~Í~iñ~~/ ~~- :ia~;~. :;~e~f{~~~-- ?e:x~erimentales: las 

=~:::~:!~::res.-,· ~~e~~¿f t~~c::d~~t~i~i!i~!f~f !-~;i'\1~:cn~ce:s:rage~::::::: 
biológicas en el t"'.j idhi ---,- ; ·-· ·'·' --~t/' -. ' 
La mayoria de Tos r~-~~lta~os obteÍ1.Í.d6s Clei i~~'. pro.piedades ópticas del 

tejido se basan. én ia teorici d~ t:t"~n~p6,~te radiativo. La ecuación de 

transporte radiativo puede des!:'.ri..bir •·.la' distribución de la luz en 

tejido con esparcimiento ,Y absorción· en' tres dimensiones y toma en 

cuenta las pérdidas de lá_ luz émL;ca.da punto. También, considera la 

ganancia en el flujo en cada ;púntti' debido al esparcimiento de los 

puntos vecinos dentro del tej :Í.ao:.·-• La ecuación de transporte tiene 

solamente una solución analítica en una geometría unidimensional. Para 

conseguir una solución en dos o tres dimensiones, es necesario 

restringir la distribución-·angillar de la luz esparcida. Una solución 

alternativa a esta ecuación puede ser obtenida usando el Método de 

Monte Carla; éste calcula un camino azaroso para cada fotón y lo sigue 

hasta que es absorbido. La solución de Monte Carla ha sido 

implementada en un programa de computadora por Keij zer. Esta 

implementación de la ecuación de transporte da una muy buena 

estimación de la distribución de la luz cuando el tejido es irradiado 

con fuentes de luz láser [Gourgouliatos, Z.F. et al, 1992]. 
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Una apro~imaciól\, a. la. teorÚ! de transporte rádiativ~ es la .teoria. de 

difusión.- En - la teo':i:'la' de difu~iÓn los -fotones-.-· son tratados como 

particula~; ias';;u'~i~;;·-s6~ ·~~;~~ciaa·~ yabs~rbldas en el medio óptico. 

Esta teoria consÍde~a que cada 'p;i'~t.Í-~ula· esP.arcidora está lo 

suficientemente aiE!:iá.~a _ae -slls -·vecino~ i para evitar esparcimiento 

múltiple y que las<·p;árti~ul~s'"Y'cte~ ~~-~Ci~b~n o esparcen la luz están 
distribuidas uniforirie~E!nt~ ti•· ~~a_;;-.¡;)~:;!; t;,d~ el medio. La aproximación 

de difusión da e~pr~si~Ji~·~ iWaii,ti'c;.i:i~'d~ r~Úectancia y transmitancia; 

esta aproximación suele;. ~¡j;{~'.afÍ;:E!)~ tE;!j ido delgado o tejido que tiene 

una gran variedad_~ ~~~:·.~t·c;~~f·~~:~~~- /~.pticas y geometrías complejas 
(Hasegawa, 'i. et• al/ D.-'991) .';'.-;SJ:¡a~ · propiedades del_ tejido describen la 

propagación de l~ i!a~:Í:~~i-~ri~:'Eih; tfe~ dimensiones, en la teoría de 

:~:~~~~~n :~ 1~r;t:~~~~~~~~~~\~~~;A~~€~0~~If :y~ntém~nte reducida a una 
··;_:: ,· :_-._._-_·\,·_:;,_i_:,_. ._,_. '·;.::;'"'• - . f _ _2:~;_-~~{:·_·_~_·;;-;, •.'.::::',---=-~-
;:~~:'.¿,: • -~ '\;t-{:ó_ ~~f.~~)F-:;~ ~+~~- -- -·~" ~-, 

;~::::::;:~:::n ~l:~I~f ~~~fhl~t!~~~l~~~l~r~" ::~t?.~:i::n d:i~: 
Cabe 

medir 

mencionar _ que .la mayoría :d¿~J16•~ •¡j¡(;,t~bdos 
los coeficientes de absbrcióri y de 

é::oinputacionales 

esparcimiento y 

para 

la 

distribución angular; requier_en de la medida del espesor de una 

muestra uniforme y tres cantidades ópticas, tales como la reflexión 

total, la transmisión total.· o difusa y ·la transmisión colimada. 

Tipicamente estas cantidades son medidas usando una esfera integradora 

en el sistema. 

Aunque en capas muy delgadas de tejido biológico (menores de lmm de 

espesor), o muy cerca de la superficie, el esparcimiento de la luz no 

es isotrópico. Más allá de una profundidad de lmm puede ser usada la 

ecuación de difusión para describir la distribución de la luz en el 

tejido considerando los esparcidores de luz isótropicos. 
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1.7. LAS APLICAC.IONES.EN:LA MEDICINA. 

Los láseres son usados .~li.niC:amente · de manera rutinaria en muchas 

especialidades médicas Y~ quirúrgicas. Además, son usados en la 

investigación de nuevas apiibkicion~s en medicina. 

Los efectos que la radiación óptica tiene en el tejido pueden ser 

separados en categorias que dependen de la parte del espectro que 

incide sobre el tejido y la intensidad de la radiación. 

La parte ultravioleta del espectro (100 a 400nm) tiene principalmente 

un efecto fotoquímico más que un efecto de reacción térmica sobre el 

tejido. En la irradiación de la luz, estas longitudes de onda rompen 

ligaduras intramoleculares y son capaces de crear incisiones en el 

tejido. 
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Los láseres que e.mite~·~n,;la ,re~ion últr~~i~lefa ·~orno ei, de ExcífyeJ:'o y 

el de Nd: YAG (3°y :4° •• ;a~cSnlco.'.defo~.·:fr~.c{lem·ciia~fcaraéte:dsÜc~)., :han 

sido usados para efectos:'': de .: fb~0Xb'úe:16'ri • y fotodisrrupción, 
; <'' .,: ;· ,; ~~-~· ,~];_,e 

respectivamente. . ,~~-~~: --',<!.:- ~l~~:; ¡•,; _, 

-.~~ ,,.. ;};':~~; >.'.·~.t •f.':'.t?~• ~ ~?':'·.::) ~:~·:~;::,- :r~;i~c~:: )>::;"e 
·.«;"~::: ~~:;-'.( 

"'"' -Existen muchos de luz 

visible (400 a son medidos por la 

absorción de la en el tejido. Los 

pigmentos de melanina en la piel,· 

coroides del y· e:i;; cuerpo humano; y la 

hemoglobina. {fadiación es grande, la energía 

absorbida es convertiai..)'~r·:~·:~f~~~~·.·;~e "C:.ªlor . y puede causar daños 

térmicos. El efectod .. e·. 1téi-~{bb·1·;·:.r.;1~·nd.c~;1~.~d.J.e;'~n~•t'e~}lz>~nd. e:~ el tejido depende de la 
longitud de onda ::;h'a•~: .. i:::Y .. ; las características de 
absorción del tejido; ·c"~~·;~,t~~};;¡¡•~ :.~. · • 

Algunos de los lásere~·-v~~~¡ .~~.:.~. :~giÓn visible son los 

~g;~:~;~:~:::::::·!~;= .~f ~\ti~i~i}1~1\t;~~f :0:0.::::~ó:: 
principalmente por oftalmólogC:,s :<. i';' · ;•·• · < · · 

-Helio-Neón, emite en el rojo, ' es. i.i§'áaO''j\c~fu~ NK~~ de gu'ia para los 
-.: .. -::, 

láseres no visibles. 

-Láseres de colorante (Dye), emiten en ·el {~~~~·~~·ri;; visible dependiendo 

del colorante seleccionado como medio act'ivo:. Los láseres de colorante 

son excitados por el láser de Argón, KriptÓn o Nitrógeno. Son usados 

clínicamente en terapia fotodinámica. 

En el infrarrojo cercano 

puede causar quemaduras 

(700 a 3000nm), 

en la piel y 

la energía electromagnética 

en la retina. En el lejano 

infrarrojo (3000 a lOOOOnm) los efectos están limitados a las capas 

superficiales del tejido. El láser co
2

, que emite en el 10600nm, es 

fuertemente absorbido por el agua. 
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'::· . _·<.:.- .-.·-.·. -... __ --- ·,,· ' 
La energia depositada en· eL/tejido -es ,71 producto de la potencia .del 
láser y el tiempo que el'.haz esté- in~idiendo en una área del tejido. 
La duración de la exposfoióH;}ie:la,·energia 'sobre eLtejido es una 
variable importante para ~C:~n·ef'o,1;~f ifos ~ei:.te!fü:i~}~n; ;.~L tejido; éstos 

g~~~~¿;~:~?:t:~:!:~!~lllllil~~f 1~l~~~·f ~E::::::: 
otros factores __ .que7 de;e.~~~1~11?t1}~~>f:fe~~n-•.. •:·_ '~f'la:. _radiación óptica 

~:m::~ ":2 ::;~:':t~\1~~Jj~ij!f ~l~ii1_,_.;,_•-i .•. :.-.n.~l~~: __ ,1:_:_-_-_._-_._;_e_-_-_: .. _·_~:--_~:~~re;:e:::1:~ 
~ ",. ~'.;:J:_:~-~-•-.'._t_ -~-';_·_;_~_L_;_;~~--- ~ . i:'.}V . ,_ -, 

;_:.:_~· ~ " -~.:;¡:10., L.t=~_?i~:~~;;~::,_: ¡ .. ~:,::-~ 

La ~ara~teriza~i~n . :ii'º•'c'i;\'l~~c e c;,,ªl~F desarrollo de 
aplicaciones medicas a,serE!s;•,:. _ as:•. aplicaciones_ incluye la 

!:c~=~~~º~á~:res';1°er:~e~isdt~:1Jt~~5~:Jf~$:dri;W~i;g~1~Á::u~:s s:~-~~:~::~ 
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Cl\.PITULO 2 

LA INSTRUMEN'l'ACION ESPECTROFOTOMETRICA 

2.1. INTRODUCCION. 

·,):···,' -::_:>' .. :·_>:; ;· /':.' ~ .. ·~ 
En este capítulo i::e expl~·.;";<lá\ii1strumentaCióri requerida para llevar a 

cabo las mediclories;'. dei' fas ;d.~ris{d~d~~ ópticas de · las muestras de 
tejidos bio~~g~·p·~~\ ;.-;{~-, · ~.-i-'<-

. ~:":¡.~¿·: '.::'.·~ '·<\ ~ -i::::~: ~-.:~!~~ 

::::~~~~~º:;ºz~;:2~r(ef i~~l~~lii:EP:~::;~~~::;t:::~:::.;::: 

~;~~;::~~:::l;:~~;=~~~~~~~~~~~:1~::~~~;f f ;~ª.~:I~::~;;~f ;:~~ 
la extensión de las ái-e~s' 'd:e":~'pi~bl:icfól1 .. 

,- - --~;~~~:.!..-'::O:.:."~-·--(~,~~--:_--~ 

Un espectrofotómetro es un ··cÚspositivo que permite hacer mediciones de 

la distribución espectral d.3.iá . .intensidad de luz. 

La medición del flujo de luz en el interior de una muestra, se hace de 

dos maneras diferentes: (1) medidas directas con un instrumento 

apropiado o ( 2) descripción externa por medio de modelos teóricos. 

Desafortunadamente ambos metodos pueden dar resultados 

medidas inciertas in situ necesitan detectores de luz 

en el tejido no altere la distribución del flujo 

inciertos. Las 

cuya inserción 

de luz y cuya 

respuesta no dependa de la dirección con la que entra la luz. Todavía 

no ha sido desarrollada completamente la óptica que cumpla con estos 

requisitos; aunque recientemente, como un instrumento apropiado, se 

está usando una fibra óptica incrustada en un bulbo de material que 

difunde la luz. 
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2. 2. LAS FUENTES DE RADIACION. NO-ÍONIZANTE. 
·. i:. >··· . ·.··· .... · 

Las fuentes de radiación elecj:;i:-om.a,gnéti,ca: cteben, primero: generar un 

haz con suficiente· potencia p~fai;').JÓcfeir detTctarlo ·-Y traducirlo a una 

señal eléctrica; segundo :e las · fueríteis ·deben ser de radiación continua, 

esto es, el espectro debe co~te·n.,;i::' tbdás las longitudes de onda sobre 

la región en la cuál ésta va a ·ser.usada; finalmente, es necesario que 

la fuente sea estable; la potencia del haz radiante debe permanecer 

constante durante el periodo.necesario para medir la intensidad de luz 

incidente I
0 

y la luz transmitida I (o reflejada), sólo en estas 

condiciones fueron reproducibles. las medidas de la densidad óptica. 

Algunos instrumentos están diseñados para medir I
0 

e I 

simultáneamente; en este caso; fa~ ·fluctuaciones en la fuente radiante 

no presentan ningún problemá~;:,Ó~•· 

Como fuentes de radiación se ·Usaron· tina lámpara. de halógeno-tungsteno 

y los láseres de argón y de colorante "(rbdamlna.: 6G) • . 

La lámpara de tungsteno es usada por su intervalo espectral continuo y 

los láseres por su monocromaticidad y coherencia. Estos láseres emiten 

radiación continua. 

2.2.l, LA LAMPARA DE HALOGENO-TUNGSTENO. 

La fuente más común de radiación visible es una lámpara de filamento 

de tungsteno. Las lámparas de halógeno-tungsteno son fuentes de 

radiación continua todo el intervalo espectral del visible, lo que 

permite obtener la relación de la densidad óptica de la muestra en 

este intervalo. 

La distribución de energía de esta fuente se aproxima a la de un 

cuerpo negro. La Fig. 3 muestra las curvas de emisión de lámparas de 

diferentes filamentos, en particular es de notarse el filamento de 

tungsteno·a 3000°K. En la mayoría de los instrumentos de absorción la 

temperatura del filamento de operación es de 2870°K; la mayor parte de 
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la energía es. emitida. en la región d•eli IR> una lámpara de filamento. de 

tungsteno es.,usádi\'. para el intenialo. de l~hgiJude's cfo óndá ~ritre :fao• y 
2500nm. 

• ¡~ 
"·~ -::-

2.2.2. EL.LASER DE ARGON; ;<_~--; ~-,,. 

La palabra LASER es un acronismo }e ;,L~ght; .i>.ni~).ific~tfoh by stimulated 

Emission of Radiation", amplifica6iónº/ d~¿ l'a· :i.u~·E •. ~iJi fél.éiiación de 

;::::=::::::
1

:~:;::::"::~~:::ª;~,~t~X~f 1*tif l~;;: ~1::f ~~:::;~ 
láser están siendo encontradas dfa_•,·¿&·ri.'áiS::;t •. ·:• ~· .. . ··< 

)~[~~ (.:_:·::: í·: ,O;,· · .. :e,.._- .. :,--., 

Las características de J.a ..;''ji'u.zJ; {í(i•át!t~:l{0,kgbri t~b]_:i . direi::cfonalidad, 

monocromaticidad, coherencii~!ti~;í?_?teTidX~{ ~'f~cÚidad :. de enfoque· y de 

sintonización. Además' los Clá.f>eres LIEiiíérúlia ·•capacidad de emitir su 

energía en forma de pulsos c()r[~os:·0: ;(•~ ·• f'8fin~ ~bntíT!~a. 

Los láseres emiten radia·cióri, :con una. alta direccionalidad. El haz 

colimado tiene un pequeño ángulo.· d~ d~vergencia. Esto es importante, 

ya que significa que la energ:í.a llevada por los láseres puede ser 

colectada fácilmente y enfocada en una área pequeña. La característica 

principal de la radiación láser es que ésta tiene ia más alta 

radiancia que cualquier otra fuente de luz. La radiancia es la 

potencia por unidad de área por unidad de ángulo sólido. Además en los 

láseres de colorante es posible sintonizar la longitud de onda en un 

intervalo grande. 

Por estas características los láseres son fuertemente recomendables en 

aplicaciones médicas, particularmente por su confinamiento espacial de 

daño térmico inducido ópticamente. Los láseres han sido usados como un 

instrumento para controlar destrucción de tejido. En cirugía, por 

ejemplo, para inducir cambios térmicos. La radiación láser puede 

también ser usada para inducir reacciones fotoquímicas in-vivo. 
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"" - --·.-·-- ... -' 
Un láser de argón es una ~~vidad óptica ~ongasd~ argóll ionizado como 

medio aétiv.6. - Este· haz ~se eriÓl!e~t;J:"ª en •• el ~sp~ct~~- §e luz yisible, en 
el azul y verciei{ Las lineas :de e~ls:Í.Ón.:discretcts del láser de argón 

tienen. l~sil'origitudes de oryda ~"rguiE!Ates/ 4S7i_9,}16:5, 488.0, 496.5, 

501; 7 y '514.~ 5nm·. 

2.2,3. EL LASER DE COLORANTE. 

Un láser de colorante, es un láser que contiene en el medio activo un 

colorante orgánico liquido. Los láseres de colorante emiten en el 

espectro de luz visible y algunos pueden ser sintoriizables ajustando 

la radiación de excitación y el niedio del_ colorante~~ : -
--____ , __ :.·.·---'-.-.-,----

El láser de colorante, Dye, - es bombeado ópt'i~¿riiente~ con un láser de 

argón y tiene un filtro birrefringente para sil1fon':i.zar''1Cls frecuencias 

de oscilación particulares. Emite radiación 'en~iJfii,,'h-itervalo espectral 

continuo desde 572-620nm con un pico máxillio-=~n--i/¡§;í~"§f93"nm· (~spectro de 

fluorescencia de la R6G, Gráfica 2). 

2,3, LOS DETECTORES DE LUZ. 

La luz transmitida o reflejada es introducida en el monocromador y 

detectada en la 

fotomultiplicador, 

óptico. 

rendija de salida de éste, ya sea por un 

por un fotocátodo o por el analizador multicanal 

Los detectores producen una señal electrónica (corriente o voltaje) en 

respuesta a la energía radiante. Por esta razón se puede medir 

fácilmente la energía antes y después de ser irradiada la muestra. 

En el campo de la detección de señales de bajo nivel se han alcanzado 

grandes progresos. Aparte de los nuevos fotomul tiplicadores con un 

extenso intervalo de sensitividad espectral y una eficiencia cuántica 

(>20%), se han desarrollado nuevos instrumentos de detección tales. 
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como los ª~.J2lifica~.º.r"1s(d~ imagel"I~ los ;det.ec·t:Ores':de ,;1ui'~.iiiú-'a:í:'r6ja o 

los anai"iz~~:io~~s · ; m;ilti.;~~ai Ó~ti~os· ... Para ·•• ~~ch~s apÚcaciiones 

espectroscópicas ~iit~s. de\ecito:í:'es .han sidÓ ~xÚefu~a~rii~ncte tltile:S 

[Demtroder~ #; ri_;s~€~.1~:/ • • •,. , 
.·• 

2. 3. 1. EL FO:i"OMULT.IPLÍCi\DOR. 
,A- -' °' '','', • -.~->,' 'i; '': 

·•'..,_·. :-~·!.w< 
f6tol1lu1 tiplicadores son detectóres ~e·:;;. Hen'en :···· un cátodo 

fotoemisivo, un sistema de dinodos do~de'.;ie>s· ~'í;~c:;t;ci~ de la emisión 

secundaria proporcionan la amplificacl.óri'.~.ci~'·J:'a c;orf.i.ente del cátodo y 

un ánodo que colecta los electro~es;;"~~\ii'ia:~i·:S~iida del sistema de 

dinodos, produciendo una salida e.íi.'''f?t~ií.}.éJ.é'C:orriente del áriodo. La 

característica más importante del~;'.j:'ot~mtll~iplicador es el sistema de 

dinodos, que consiste de electródb~';g¿ÜJ3iertos con material especial 

que proporcionan una emisión .,.~e6'fr·X~a~ia.'. La emisión secundaria se 

refiere al hecho de que tos -~i:¡;fci~·~~dos emiten varios electrones 

"secundarios" después del· imp~ct:o.'-'Wej':un electrón "primario". El número 

de electrones secundarioso "··em'ifictos por cada electrón primario 

incidente depende de la enei;:gi~ foinética de este electrón primario. 

Los 

Los fotomultíplicadores son los detectores más sensibles a la luz, por 

ahora, con una área grande sensible y pueden ser usados para contar 

fotones a razón de 100 fotones por segundo [Grum, F., 1979.]. 

La respuesta típica espectral del fotocátodo 84 del fotomultiplicador 

1P21 con una ganancia típica de aproximadamente 3Xl06 a 22°c se 

muestra en la Gráfica 3a, donde se puede apreciar que prácticamente 

cubre todo el espectro visible y parte del ultravioleta (300-630nm). 

El fotomultiplicador produce una salida de corriente proporcional a la 

intensidad de la luz, la cual es enviada a un fotómetro (Recording 

Photometer). La lectura de la señal es proporcional al flujo de luz 

incidente, la lectura es mostrada en forma analógica. El fotómetro 

acepta señales de corriente del fotomultiplicador y muestra la 

amplitud de la señal en el medidor. 
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La respuesta.del fotbmultipliCador_dependedelvoltajedepolarización 

eléctrica y de lél'g~iíaric5'ia.de op'E!rakió~ .(Garc:és; v;' et al, 1992). Las 

causas ele Ü;n() l~;¡~é!iidéld',;~~.ja{~e~~ll~~t'a-:pú~dein ~rincipalmente ser: 

l. El ' uso ~?.'..té~j_Ó~,fo~():~ª~~~~,~~_-?_;_;~2¡c:>p~e¡~~:fa.ó,~>:* - al ta¡¡; .~orrientes en el 
ánodo·.- -:• '-'"' :;;--· •:,;.-·· - - ·-- -,,.. 

2; si no ~seléiri'.~d% 'E<J~~ '~í :~:~f¿i/·J~1; .~á~_()~;)\ la· parte no irradiada 

::iif }~tvli~,~~ ~i~:~f !~}Í~{~.f t::.:t:: 0

:""";;, "~:n~;~;· a!: 
,':::r:·:·;; !'_j> <·.,, 

. ·;,~·~: 

2. 3 . 2 ~ ;~r~~TO~~;~Do. ',\,'' 

"~ :_~ j»<·~.· ,·:.~:~L .. L'·,'.,, 

El fotodiocÍc:i de silicio es {~~~~~~~~-~~~e el .. cercano ultravioleta hasta 

ei•ce~c~no.inf~ai:r6jd./ 
::_. 

La respuesta espectra1:~e)CÍ.f~qna~ fotodiodos de silicio se muestran en 
la Gráfica 3b. La io~gitJct •-\1&~ 'éll t.3: donde el detector todavía es 

sensible es la de llOOnm/ ;es_to se debe a la energía de "bandgap" del 

silicio puro. 

En longitudes de onda cortas el decrecimiento rápido se debe al 

aumento en la absorción de estas longitudes por el silicio antes de 

que los fotones puedan llegar a la unión p-n'. 

Los fotodiodos tienen una respuesta en frecuencia de Gigahertz. Estos 

detectores combinados con los amplifica-dores operacionales dan una 

respuesta lineal con una ganancia al ta sobre grandes intervalos de 

frecuencia [Grum, F., 1979]. 
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2, 4, EL ANALIZADOR MULTICANAL OPTICO . ( OMA) . 

El Analizador Multió_anefl qf_t:;~Coil.nop~:i.;ca.r Multichannel Analyzer" . (OMA) 

es un arreglo de lo·~,4;~{.?~~¿f.~~~~ i§196aaos paralelamente uno respecto 
del otro con una. ven~~lla+<~gtiva/de; 2<s4cm, la respuesta espectral· de 
los fotodiodos se· ::~'~t-l~~~i• 0.zae<:"'-: 180-91onm siendo prácticamente 

:::~:E::::::Eo~~é~~tf l~!ilt~~t~i=::Ef :::~:e::;:~::~:::-;::~~,:= 
¡::::;:~~::s::c~~ti~i~1i~~~f i,:"~~:~~:::::e:~:::~::::;~::::=P~: 
fotodiodos es un. ci~C,~~~-o-~-~-¡{t~gra~B- de gran escala fabricado sobre un 

cristal de silicio ,mofiof,It:l~~;s:imple. Este contiene una fila de 

fotodiodos de 25µm junto 'b"ar'.(' uri: c,ircuito de ba.rrido para tener una 

señal secuencial de salida·'.· :L~'s "Cii6a_os .:son restablecidos completamente 

en tiempos menores a 1µs. 

Todos los detectores con recubrimiento de silicio estan sujetos a 

corriente oscura generada térmicamente y son asociadas a fluctuaciones 

estadísticas (ruido); todos estos efectos, no obstante, pueden ser 

significativamente reducidos enfriando el arreglo. La corriente oscura 

en estos tipos de detectores es dividida a· la mitad cada vez que la 

temperatura es reducida 6.7°c. Es recomendable usar un enfriador 

termoeléctrico a -2sºc para lograr el enfriado del detector [Talmi, Y. 

and Simpson, R.W., 1980]. 

Un espectrómetro 

dispersada en un 

multicanal colecta simultaneamente 

número de canales (diodos) con cierta 

la energía 

longitud de 

onda. La energía de cada canal podrá ser colectada por un elemento 

detector discreto de un arreglo de detectores. 

El detector del sistema OMA, de 700 canales activos, con el que cuenta 

el Laboratorio de Optica Aplicada puede operar con radiación incidente 

continua o pulsada. Tiene un tiempo de entrada ("GATE TIME") mínimo de 
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50-120ns coll ~lgunos1 ,;;}~é:t6s'de i;is. Este detect~r tierie una gananc:ia 

de 5Xl06
, 

0

porfo• que ·.§~-ll~~cicl én i.r~rfá.s aplfcáciones de b<'i:jo nivel de 

luz incluyendo: Raman; flu6i~~6eniia;¡ ~ºsforescencia, .1uniiniscencia, 

espectroscopia· de láser •pulsádÓ ;:?~~álisis' • ;de · plasin'a / d.ÚÍgn~stico de 

láser, etc. El int:ervalo dirf~ni{éci'.cteÍ ·:~e.t'~é:.tor es .i~3s4f1 (14 Bits); 
,. :~:· · ; ,3~., :,:.gL .' "~~·i 

' ;:,,Cf: , ;,:~~:;~> /'. 
" '~;~~ 

2. 5. LA INSTRUMENTACION. cirnqA.)fY :;• 
-:-,··se-.':;:;-· 

El arreglo espectrofotométr'.i6.Si~··¿i:;·~~ta con la instrumentación óptica 

necesaria para enfocar; • t~'arl~~i~'.ii/' reflejar y colectar la radiación 

proveniente de los láser"'~;"y" ~.qi.i,:;Fª .~ám~a~a de halógeno-tungsteno. 

Las fibras ópticas de.'. c_\l~r.z~?2}~; át:ados de fibras de vidrio fueron 

utilizadas para transm.iÚr:•~(é:oÍectar la luz. Una fibra óptica es una 

varilla de cuarzo (o 'á~ "· 1.~id.i-'io) - transparente cubierta con un 

revestimiento de un matk"rL;,i'r i::dri° d~nsidad óptica menor. La diferencia 

en el índice de refraccfÓJ1J'en~t"I:~':, los dos materiales permite que la luz 

viaje a través de • elJ,~:iJ;. manteniéndose confinada en las mismas 

[Trevifio, c. et al, 199i]~' 

Para seleccionar las longitudes de onda presentes en la irradiación de 

las muestras se utilizó un monocromador. Un monocromador es un 

dispositivo que selecciona la luz en una banda estrecha de longitudes 

de onda de un haz de luz en el cual un intervalo de longitudes de onda 

están presentes. Para una rejilla de 1200t/mm y de lSOt/mm, la 

longitud de onda ;\ del resplandor (blaze) está en soonm en ambos 

casos. La precisión en la longitud de onda del monocromador para estas 

rejillas es de ±O. lnm y ±O. Bnm y tienen una reproducibilidad de 

±0.00Snm y ±0.4nm, respectivamente. 

Una rejilla de difracción es un vidrio o una superficie de metal 

pulida sobre la cual hay un gran número de surcos o rendijas paralelas 

finamente cortadas. Estos elementos paralelos son usados para 

difractar la luz, generalmente separadas y extendidas por diferentes 

longitudes de onda o colores. 
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Las rejillas de difracción son usadas en equipos espectrográficos 

(espectroscopios, espectro fotómetros, monocromadores, espectrómetros, 

etc.) como el elemento óptico principal; para separar la .luz ·ene sus 

longitudes de onda que la c.omponen (frecuencias) y difractarias a 

diferentes ángulos. Las rejillas son también usadas. en algún'.()s.; láseres 

que son capaces de emitir radiación coherente a más de una:Í'on<}fit\id de 

onda, para seleccionar la longitúd de onda a la salida dei é~tei. 

Las muestras de tejido · p:ira •· ser irradiadas son é:oiócadas en 

portaobj etas y cubreobj ~~os q~,'vidrio plano y las soluciones de sangre 

en una cubeta (Hellma C~lis,j:nc:, .modelo l31-0S) con paredes planas 

de cuarzo. 

Se usan las cubetas de cuarzo si se requiere trabajar en el intervalo 

espectral del uv abajo de 350nm; este material es también transparante 

en el espectro visible y hasta 3µm en el intervalo de luz infrarroja 

IR. El vidrio puede ser empleado en el intervalo de 350nm a 2µm y 

cubetas de plástico para el intervalo del visible [Skood, O.A., 1971]. 

En general todos los elementos ópticos involucrados en el sistema 

espectro fotométrico experimental deben estar hechos de materiales que 

deje pasar la radiación en el intervalo espectral de interés, en este 

caso el intervalo visible. 

2.6. EL FOTOMETRO. 

El fotomultiplicador produce una salida de corriente proporcional a la 

intensidad de la luz incidente, la cual es enviada a un fotómetro de 

la marca Recording Photometer, modelo 17. La lectura de la señal de la 

luz es en forma analógica. El fotómetro acepta señales de corriente 

del fotomultiplicador y muestra la amplitud de la señal en el medidor. 

El instrumento tiene la opción de cancelar la corriente oscura. El 

medidor tiene tres escalas; las primeras dos son lineales (0-JOµA y de 

0-lOOµA). Estas escalas son usadas en transmitancia, fotometría de 

bajo nivel, medidas de fluorescencia y luminicencia, etc.; la tercera 

escala es el logaritmo del reciproco de la escala de 0-lOOµA y por lo 
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·escala- de . __ densidad óptica. La sensitividad del 

tal. que cubre 6 décenas de intensidad en -rangos de 

escala completa. 'La precI~ión-df i\i1~ :mect.ici<i'~' es en las escalas de 100, 

30 y 10!1~ un error má~i~-~ ;~~ ::.e:-m~.:-~;i~i;!~~~- ~scal_a~ de 3µA a lnA el 

tanto es una 

instrumento es 

error maximo es de 0~2%:.y•:para)300pA':ry<l.OOpA el ma>_¡:imo error es 1.1%. 

El ruido que se tuvo en las niedi'~asifu~ de aproximadamente 2pw. 

2.7. El ARREGLO EXPERIMENTAL Y SU CALIBRACION. 

Para la medición de las densidades ópticas de las muestras de tejido 

humano y soluciones de sangre, se instaló un sistema 

espectrofotométrico de alta resolución (Fig.4), que consiste de varias 

fuentes de radiación como son los láseres de argón (Control Laser 

modelo 553 y Coherent Innova 90 modelo 1186) y de colorante (599 Dye 

La ser, Rodamina 6G) , una lámpara de halógeno-tungsteno, un 

monocromador marca ACTON modelo AM-505, fibras ópticas de cuarzo y 

vidrio, fotomultiplicador RCA-1P21, fotómetro RPH-17 y detector 

multicanal de arreglo de fotodiodos de alta sensibilidad, OMA-IRY-

700S/RB, el cual cuenta con una computadora tipo PC para almacenar la 

información. El método de análisis es directo ya que únicamente es 

necesario introducir la solución de interés al instrumento para que se 

muestre el espectro resultante en el monitor en tiempo real. 

La radiación de los láseres fue conducida hasta un acoplador 

láser-fibra óptica. Este acoplador fue diseñado y construido en el 

Laboratorio de Optica Aplicada del Centro de Instrumentos [Treviño, 

C., 1990]. La función del acoplador es enfocar la radiación de los 

láseres a la entrada de una fibra óptica y transmitirla hasta la 

muestra de interés. 

La transmisión y colección de la radiación se hizo utilizando fibras 

ópticas de cuarzo de 400 y 600µm de diámetro del corazón (core) y 

"atados" de fibras ópticas de vidrio con diamétros de 2 y 7mm. La 

radiación proveniente de las fibras fue colocada a la entrada de un 

monocromador, así la luz es descompuesta en sus longitudes de onda 

características y enfocada en el plano de detección. 
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2.7.1. LA CALIBRACION DEL ARREGLO EXPERIMENTAL. 

Para la medición de. la luz transmitida y reflejada por cada muestra 

biológica se contó con un fotomultiplicador y un an~lizador multicanal 

óptico. 

DEL FOTOMULTIPLICADOR. 

La calibración del fotomÚltiplicade>r consisÜó en la mediciórÍ de la 

irradiancia incidente sol:i±;.;; ei :ÉotócátC>~o con un ..;;,"Üáj e:· de 

polarización fijo. La irradiafi(:iá~.permJ1:ioS"c::~1culal:" 105- flÚjó~i de ·las 
longitudes de onda ca~act~ristlca~- d~ ~:s :¿1áse;rés u~ados 

Para determinar la respuesta del 'foto!nuitipllcador a la señal de luz 

que recibe, se midieron los· ·uu:iosc;Iii6ia~l1tes en el fotocátodo del 

fotomul tiplicador RCA-1P21, para diferentes voltajes de polarización 

eléctrica en el intervalo de operación (600-900V), colocado en la 

rendija de salida del monocromador. Se cambió la potencia de la 

radiación de los láseres de argón (2-3W) y de colorante (0.1-lW) y se 

midieron las densidades de flujo para las líneas del láser de argón y 
algunas líneas del láser de colorante. se realizaron las mismas 

medidas con un detector de silicio, que cuenta con un medidor de 

potencia marca Newport, modelo 835 calibrado por el fabricante, con la 

respuesta espectral compensada. La corriente eléctrica de salida del 

fotomultiplicador es convertida a flujo radiante con la ecuación 

siguiente (ver Apéndice B): 

le 

pe; 
(8) 

donde Ic es la corriente del fotocátodo, p la responsividad y G es la 

ganancia del fotomultiplicador. 

se compararon los flujos medidos por el fotomultiplicador con los del 

detector de silicio para diferentes longitudes de onda y voltajes de 

polarización eléctrica. Se graficaron los flujos del 

fotomultiplicador, ~(FM), contra los flujos del fotodiodo de silicio, 
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<li (FD) para cada longitud dé ondá~ Las- -Gráficas 5a y 5b muestran la 

relación encontrada entre .. las medidas· para·· las lineas espectrales de 

514.5 y 496.Snm del láse~.· ~la -~F~~n/'. respectivamente. Los datos 

graficados se muestran. ~rt ·I~~-·'.J:'~bla~.'!;;:?Y·'Ib:.: La relación encontrada 
en cada caso fue linea{; ,1~:·~~~fa~lón't'ci~~'!'la" p~ndiente en cada gráfica 

se debe al aumento del ;¿it'~j~ d~ ·;'~oÜrhadlón lo cual aumenta la , 

ganancia del fotomulipLicadoi'¿ 

:·i-
La calibración del monocromador •se. hizo :de man'era simultánea a la del 

fotomul tiplicador, ésta se logró fijando una linea espectral bien 

conocida de una lámpara de mercurio~y se giró la rejilla de difracción 

hasta obtener la señal en el detector. Después se colocó en ceros el 

dial del monocromador hasta obtener el valor de la longitud de onda 

del haz incidente. En este caso se debe considerar que la lectura del 

dial esta diseñada para una rejilla de 12001/mm, si se usa otra 

rejilla; por ejemplo, la de 1501/mm, se multiplica la lectura del dial 

por a para obtener la longitud de onda real del haz incidente en el 

detector. 

El fotomultiplicador es un detector que mide la intensidad de luz 

incidente en un solo ancho espectral dado por el ancho de la rendija 

de salida del monocromador. Para obtener las medidas espectroscópicas 

en un intervalo espectral más grande en tiempo real, se usó el 

analizador multicanal óptico. 

DEL ANALIZADOR MULTICANAL OPTICO. 

La calibración del analizador multicanal óptico (DMA) fue de la 

siguiente manera: se colocó una lámpara de Hg a la entrada del 

monocromador y se giro la rejilla hasta obtener al menos dos líneas de 

emisión de la lámpara conocidas, estas líneas se pueden observar en un 

monitor. Se tomaron los números de los diodos en los cuales se 

encontraron ubicadas cada una de las líneas y por extrapolación se 

obtuvo la calibración de la longitud de onda asociada cada uno de los 

diodos. El enfoque del monocromador exactamente en la ventana de los 

fotodiodos es fundamental para obtener una buena resolución. 
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Se hicieron las calibraciones para las mismas rejillas de 150 y 12ooe;mm 

se pudo verificar que de 1024 diodos. del arreglo sólo 710 son activos 

y se obtuvo una resolución de 3A/diodo y de o.'3aA/diodo, 

respectivamente. De esta forma podemos obtener un ~ntervalo espectral 

aproximado 215nm con la rejilla de 150e/mm y de 27nm con la de, 

12ooe;mm, con estas especificaciones se procedió a trabajar con la 

rejilla de 150e/mm para obtener el mayor intervalo espectral posible; 

el intervalo espectral en el que se trabajó fue de 380-595nm. 
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CAPITULO 3 

El PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL Y LOS RESPLTADOS 

3.1. INTRODUCCION. 

En este Capitulo se describe la medición de las densidades ópticas~ 

Se muestran los resultados experimentales y se hace una comparación de 

éstos con los reportados en la literatura. 

El procedimiento experimental puede dividirse en tres partes: a) la 

medición de la densidad óptica de tejidos de órganos humanos . con el 

fotomultiplicador, b) la medición ·de .la densidad óptica y densidad 

óptica aparente de tejidos de órganos humanos con el analizador 

multicanal óptico y c) la medición de la densidad óptica en soluciones 

de sangre. 

Lo interesante del arreglo óptico experimental usado en las 

mediciones, es el uso de diferentes fuentes para radiar las muestras; 

el sistema cuenta con lámparas de halógeno-tungsteno y con láseres de 

radiación continua. Además, la luz es transmitida y colectada por 

medio de fibras ópticas al monocromador. 

Las mediciones de las densidades ópticas características de cada 

muestra, fueron hechas mediante técnicas espectrofotométricas basadas 

en las medidas de transmisión y reflexión de la luz incidente. 

Las primeras medidas de transmitancia y absorbancia de tejidos humanos 

de hígado, lengua y bazo se hicieron con el fotomultiplicador y 

después se tomaron espectros con el analizador óptico multicanal (OMA) 

con las mismas condiciones experimentales de los tejidos mencionados, 

además del riñón. La selección de los tejidos para ser irradiados 

fueron aquellos cuya estructura fuera lo más homógenea posible y que 

no presentaran destrucción mecánica al ser cortados por el micrótomo 

de congelación. 
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3.2. LA DENSIDAD OPTICA EN TEJIDOS HUMANOS IN-VITRO. 

3.2.1. LA PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE LOS TEJIDOS. 

El Departamento de Anatomía Patológica del Hospital de Cardiolog-úl del 

CMN, Siglo XXI del IMSS, proporcionó las muestras .de tejido'. fresco 

(hígado, lengua, riñón y bazo), obtenidos para estudios,,qtie ahí se 

practican y en colaboración con el Laboratorio Clínico del mismo 

Hospital se obtuvieron las muestras de sangre de los pacientes que 

diariamente son atendidos. 

La preparación por parte·, __ de __ -~los -·m-édicos -de las muestras de tejidos 

humanos in-vitre se hizo.d.~i.t:,1~1~ slgiiiel1te manera: al realizarse una 

autopsia, se hace la disecci.¿'i-/cl.~ ios órganos de interés y los cortes 

precisos.de los 

aproximadamente 

fragmento fue 

tej id_os re~~~.i.~~s) Esto es, se cortó un fragmento, de 
1.5xlxO:;Bcm;'·•'de· h:igado, lengua, riñón y bazo. Cada 

colocado en una platina especial, utilizando 
11 tissueteck 11 para lograr una buena fijación y congelación del tejido; 

posteriormente se colocó en el micrótomo de congelación (American 

Optical) a -2oºc para hacer cortes finos, tratando de evitar al máximo 

los artificios por desgarro ó plegamiento. Los cortes fueron hechos a 

9,18,27,36,45 y algunas hasta 72µm, ya que cuando los cortes son muy 

gruesos se dificulta su manejo y aumentan los artificios. En ocasiones 

fue necesario repetir algunos cortes para promediar las medidas y así 

obtener valores más precisos. 

Cada una de los cortes de los tejidos fueron colocados en un 

portaobjetos de vidrio (fabricado por Intrademic, S.A., 25X75mm y 0.90 

a 1.lmm de espesor), se les agregó solución salina al 9% y se 

colocaron cubreobjetos de 24x24mm, los cuales se sellaron para ayudar 

a la preservación del tejido. Las múltiples reflexiones disminuyen en 

las interfaces de vidrio-tejido (Fig.1) con la solución salina, debido 

al acoplamiento 

salina (agua) , 

vidrio (1.53) y 

óptico que existe en la interface del vidrio-solución 

dados los valores entre el indice de refracción del 

el agua (1. 33). 
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Es muy importante mantener las muestras frescas y evitar su 

reseguedad, debido a.que en .so% de.p~rdidas de agua, el coeficiente de 

absorción se incrementa de un 20-50%., en el intervalo espectral del 

visible [<;ilesiz, r.F •. et a_l, 1993] .. Además, la con_gelación del tejido 

puede alterar drasticamente-sus propiedades ópticas [Maitland, J.T. et 

al,1993]. 

Por los motivos expuestos anteri.ornente, todas las muestras fueron 

preparadas en el menor ti_empc:í posible. El tiempo entre la obtención de 

las muestras de tejido y )a irradiación de éstas fue en promedio de 

5±4 horas, y de 3±2 horas para ·1a sangre. 

El tejido utilizado fue de pacientes que tenían menos de 24 horas de 

haber fallecido. Todas las muestras de cadaver s;e .cp_repararon por 

especialistas en Anatomía patolOgica. de.l HcJsp.Í.tai de cardiología. 

Los trabajos reportados en'la 

preparadas permanecen con sus. 

menos 24 horas [Marchesini, R~ 

literatu'Í:-a .i~dicéln i:_iue · las muestras así 

propiedades _Ópticas inalteradas por lo 

et al,· 1989]. 

3.2.2. LA MEDICION DE LA DENSIDAD OPTICA EN TEJIDOS. 

Con el fotomultiplicador. 

Para la medición de la densidad óptica de tejidos humanos con el 

fotomultiplicador, primero, se calibró y optimizó ópticamente el 

sistema espectrofotométrico. Después, se fijo una longitud de onda 

sobre el plano de detección, y posteriormente se midió la 

transmitancia de la luz en muestras de 9-45µm de espesor de hígado, 

músculo y bazo. Estas muestras fueron irradiadas con las principales 

lineas espectrales del láser de argón: 476.5, 488.0, 496.5 y 514.Snm y 

del láser de colorante (dye R6G): 572.8, 578.2, 588.7, 599.3, 609.8 y 

620.0nm. Fue necesario introducir al sistema la solución salina para 

medir la. luz transmitida ro (irradiancia inicial) y 

introduciendo cada una de las muestras y medir la luz que 

la muestra I (luz transmitida). Con estos datos se 
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transmitancia (Ec.'3) _i la'd~ns'iC!a'c1:óffitiéa (Éc:4) ~ Las mediciones de la 

densidad Óptica obteriid6~ ~cira:' cada '3spes6r de los diferentes tejidos 

se muestran en las Tablas; IIa-'II~; éstos resultados muestran mayor 

densidad óptica: de los tejidos a las longitudes de onda del láser de 

argón (ver Gráfica 6a-c) . Estas Gráficas fueron obtenidas con los 

valores discretos de las longitudes de onda de los láseres, por tal 

razón no se muestra un espectro continuo, en particular, entre 520-

570nm (longitudes de onda que no son emitidas por los láseres) . Estas 

Gráficas muestran mayor densidad óptica de los tejidos para longitudes 

de onda cortas ( longitudes de onda del 1 áser . de argón) . Se puede 

apreciar cómo a mayor espesor del tejido.mayor.densidad óptica lo cual 

se debe al aumento de opacidad que se tiene. al. aumentar el espesor de 

los tejidos. 

··'''• 

La relación entre la densidad ópti(i~.·· de'\:cada muestra en función del 

espesor fue lineal (ver Gráficas ]¡8·~·9 )'/ se• obtuvo en la mayoría de 

estas rectas un coeficient~ d.e·:'f~gi:e~ión estándar de aproximadamente 

O. 9. Las Gráficas en general,.· muestran una absorbancia mayor para el 

hígado y menor para eil bazo. 

En las Gráficas 7a-c, se muestran los valores obtenidos para higado en 

dos diferentes sujetos, para las longitudes de onda de 488, 514.5 y 

620nm, respectivamente. También, se observa como el valor de la 

densidad óptica para el espesor de 18µm se desvía de la recta seguida 

por los otros espesores, esto se debe a posibles errores 

experimentales en 

obtenidos para el 

la preparación de 

músculo de lengua 

la muestra. Los resultados 

(Gráficas 8a y 8b) y bazo 

(Gráficas 9a y 9b) , muestran una relación consistente de las medidas 

de la densidad óptica con los diferentes espesores. 

Se obtuvieron los valores de los coeficientes de absorción total de 

los tejidos anteriores para las diferentes longitudes de onda. Para 

ésto, fue necesario calcular el valor de la pendiente de las rectas de 

las Gráficas 7-9, ya que la pendiente es directamente proporcional al 

coeficiente de absorción total de acuerdo a la Ec. 5. Los valores 

obtenidos. para el hígado fueron un promedio de los datos de los dos 

sujetos, mientras que en el caso del músculo de lengua y del bazo, 

fueron valores obtenidos para una solo sujeto (ver Tablas IIIa-c) • Se 
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añadieron .a estas . T¡¡blas l.os pocos . valores teóricos . reportados en la 
literatura [Cheong; w; ·et al, .1990]. Se puede' ver en la Tabla IIIa que 

para el tej ldo de hígado h~~ci:n¿ irraciiado c~n una longitud de onda de . 
514.5nm; el coeficiente de absorción total experimental fue de 
294.0±28.2cm-1 y el reportado en la literat~ra ·de 304±21cm-1 

obteniendo una diferencia de aproximadamente el 3. 5%, dentro de la 

incertidumbre estimada. Para el músculo de lengua y bazo prácticamente 

no se encontraron datos reportados en la literatura. En la Tabla IIIb 

se puede ver que para el músculo de lengua humana irradiado con la 

longitud de onda de 514.5nm, el coeficiente de absorción total 
encontrado experimentalmente fue de 135. 4cm-1 y el reportado en la 

literatura para músculo humano fue de 541±45cm-1
• La diferencia entre 

estos valores puede deberse principalmente a que el valor reportado en 

la literatura no especifica qué tipo de músculo humano fue irradiado, 

así es que estos valores no tienen porqué ser similares. 

Con el propósito de simultáneamente medir las intensidades de varias 

longitudes de onda de luz a través de las muestras, fue útil instalar 

al sistema el analizador multicanal óptico (OMA), de esta forma se 
tiene una ventana espectral de aproximadamente 215nm con todas las 

longitudes de onda bien definidas. Hay que tomar en cuenta que, con 

este detector disminuye la sensibilidad en un orden de magnitud, en 

comparación al fotomultiplicador RCA-1P21. 

Con el analizador multicanal óptico. 

Se instaló el Analizador Multicanal óptico en la rendija de salida del 

monocromador y se repitió el mismo procedimiento experimental hecho 

con el fotomul tiplicador. En ésta ocasión se irradiaron los tejidos 

con la lámpara de halógeno-tungsteno, con el propósito de medir las 

densidades ópticas en un intervalo espectral de longitudes de onda más 
largas. El intervalo espectral que se consideró fue de 380-595nm. 

Con este detector, se efectuaron las mediciones de la luz transmitida 

y reflejada por los tejidos humanos, para obtener la densidad óptica y 
la densidad óptica aparente. 
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Para medir la transmitancia de la.· 'muestra se colocó ésta antes de la 

rendija de entrada dE!~l mári(;cr'omador. cuando se irradió con los láseres 

la luz fl.ie tr~ns~itida ~6J: ~edio de una fibra óptica de cuarzo de 

600µm y cuando se irradió éo~~::I.él::I.á~para de halógenp-tungsteno fue con 
un atado ( 1. 5 y 7mm) de fibras. ópticas de vidrio. 

El sistema espectrofotométricó es muy versátil para medir las 

propiedades antes mencionadas con diferentes fuentes de radiación. Es 
decir, se puede radiar las muestras con el continuo espectral de la 

lámpara de halógeno, con todas las longitudes de onda características 

del láser de argón y del láser de colorante al mismo tiempo. El método 

de análisis es directo, ya que únicamente es necesario introducir la 

muestra de interés, ya sea la muestra de tejido humano o la solución 

de sangre disuelta en agua destilada, para qµe se muestre 

inmediatamente en el monitor de la computadora auxiliar, la 

transmisión o la reflexión de los tejidos respecto a las diferentes 

longitudes de onda de la luz incidente. Con la luz transmitida se 

obtuvo la densidad óptica (Ec. 4) y con la luz reflejada la densidad 

óptica aparente (Ec.7) para cada muestra. 

La medición de los espectros de transmitancia y de reflectancia, así 

como de sus respectivas densidades ópticas contra longitud de onda, se 

pudo hacer por medio del sofware con el que cuenta el programa OSMA. 

Como las muestras son de diferentes cadaveres entonces hay una gran 

probabilidad de que los tejidos presenten diferentes características, 

aún tratandose del mismo tipo de tejido. Por estas razones, las 

medidas de las propiedades ópticas pueden diferir. Para tratar de 

obtener un promedio de los datos experimentales medidos, se repitieron 

las experiencias para tres muestras del mismo tejido de distintos 

cadaveres. 

Los espectros de absorbancia obtenidos para los tejidos de hígado, 

lengua, riñón y bazo en sus distintos espesores se muestran en las 

gráficas lOa-lOct, respectivamente. Estos espectros a diferencia de los 

obtenidos con los láseres muestran un continuo en el intervalo 

espectral del visible. Se puede apreciar de las Gráficas que cada tipo 
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de tejido tiene su espectro _de·· absorbancia característico·'; EJ.',-- espectro -

del hígado (Gráfica lOa) es"' un espectro prácticamente''- c6nsf~,n~e ., con' 

respecto a la longitud de o~da para. espesores de 9µn¡, s.in ~~bar~o ·al 

aumentar el espesor del tej +do aumenta la densidad óp,ti¡::a~· entre el 

4 60-500nm. Los resul tactos, para el músculo de lengua. y el riñón son muy 

parecidos en el amarillÓ y· el- rojo, sin embargo en el azul, apesar de', 

que ambos tienen un pico de absorción alrededor del 440_nm, en el riñón 

este pico es más pronunc1ado (ver Gráficas lOb y lOc) . El espectro 

obtenido para el bazo (Gráfica lOd) muestra tres picos de absorción 

característicos de la hemoglobina ésto se debe a que el bazo 

contiene una gran cantidad de sangre. otra característica que muestra 

ésta Gráfica es que cuando el espesor aumenta los picos de absorción 

se hacen más pronunciados y más angostos. Esto sobresale más en el 

pico de absorción en la longitud de onda del azul, alrededor del 

430nm; en este pico existe un corrimiento en longitud de onda hacia el 

rojo conforme aumenta el espesor, comportamiento similar al encontrado 

al aumentar la concentración de sangre en el agua destilada. 

En la Gráfica lla se puede ver la dependencia lineal entre la densidad 

óptica y el espesor del tejido de hígado en las longitudes de onda de 

463.9, 488.2, 514.6 y 540.0nm, tal corno lo predice la Ley de Beer. 

Para las longitudes de onda de 420 y 435. 7nm esta relación no es 

lineal. Esto se debe a que en estas longitudes de onda se encuentran 

los picos de absorción característicos de la hemoglobina. En las 

Gráficas llb-lld, se muestra la misma relación anterior solo que para 

los tejidos de músculo de lengua, riñón y bazo. 

Cabe mencionar en esta parte, que la dependencia entre la densidad 

óptica y los espesores de los tejidos depende en gran medida de la 

longitud de onda de la radiación. 

Se observa el al to contenido de la sangre en el tejido humano, por 

ejemplo, en el bazo, debido a que algunos picos de absorbancia de 

algunos tejidos coinciden con los obtenidos en la hemoglobina (ver 

Gráfica 13, la cual se discutirá más adelante). 
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3.2.3. LA MEDICION DE LA DENSIDAD OPTICA APARENTE EN TEJIDOS HUMANOS. 

Con el analizador multicanal óptico. 

La luz fue transmitida por un atado de fibras, para las medidas de 

reflectancia con la lámpara de halógeno-tungsteno, colocados a 45º de 

la muestra. De esta forma la luz es reflejada en su gran mayoría a 90º 

de la dirección de la luz incidente, por esta razón la luz reflejada 

fue capturada por otro manojo de fibras colocado a 90º de las fibras 

con que se irradió. Los extremos de las fibras quedaron colocados muy 

cerca de la muestra y de ellas para evitar que, a causa de la apertura 

numérica de las fibras ópticas los haces de luz incidente y reflejado 

divergieran mucho. Se consideraron las aperturas numéricas de las 

fibras ópticas de cuarzo y de vidrio, para conducir el máximo de luz 

de los láseres y de la lámpara. 

Las medidas de la luz reflejada fueron para determinar la densidad 

óptica "aparente" de las muestras de tejido humano en función del 

espesor al ser irradiadas con la lámpara de halógeno (Gráficas 12a-d). 

Se obtuvieron las densidades ópticas aparentes, O.O.A., del hígado, 

músculo de lengua, riñón y bazo. Estos espectros se muestran en las 

gráficas 12a-12d, al irradiarse las muestras con la lámpara de 

tungsteno. De manera general se puede observar la baja reflectancia de 

las longitudes de onda que fueron absorbidas fuertemente por el mismo 

tejido. Se observa mayor reflectancia de la luz en longitudes de onda 

más largas (540 y 570nm), lo contrario que se obtuvo para la 

transmitancia, donde la longitud de onda de 540nm fue menor. Estos 

resultados son importantes ya que se obtuvieron dos medidas ópticas: 

densidad óptica y densidad óptica aparente, y ambas se complementan, 

al menos cualitativamente. 

Por otro lado, estos espectros de la medición de la densidad óptica 

aparente tienen mayor ruido que los de densidad óptica esto se debe al 

mayor esparcimiento de la luz y a que la razón de señal a ruido en la 

reflectancia es mucho menor que en el caso de la transmitancia, puesto 

que sólo se colecta la luz reflejada especularmente, perdiendose la 
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luz reflej<lda 'ciE? .. in~~~¡.~ difll~a ·por la muestra. Esta. señal debe mejorar 

sustancialmente ·al· colectar:'-1~ lu.Z' .reflejada con la ayuda de una 

esfera int~gradó~a. •' 

3. 3. Ú ··DENSI~~D .. opTrcf;~~-- r:Í~!k~Lt1croNES DE SANGRE. 

3. 3 .1. LA PREPARACION DE iks¡2·~~)¿UCIONES DE SANGRE. 

La preparación de la.s inuesfi:-as ele sangre fue de la siguiente manera: 

~~µ:0~:c:ra::r: 5~en::a ~~:~~1r:~~::: :n suen :::::~e:::~a s:b~:nea:r:~: 
solución homogénea. '.i?,c:>J~~'.i-'fC>r'me11te se colocó en una cubeta de cuarzo 

de caras paralelas (1o#i~9~~s) '. CC>l1l°, Ylltca111ent,e interesa el espectro 

de absorción de la ,h_emd~~6,B~i'ia'i e.1¿~esl11 t~do. obtenido se le resto la 
luz transmitida por ~J::7;g~~-.·::d:;~tlla~~' •La luz transmitida por la 

solución 

destilada 

(I) entre. i.a.~-'intensia&a·~ d~ luz ··:transmitida por el agua 

hemoglobina dá la .'(.J:/r l 
~- - ·, ;-. :o 

de la 

(componente principal de· la sangre); 

La razón por la cual se usó sangre diluida en agua destilada fue para 

poder obtener las medidas de los espectros de transmisión de la luz, 

debido a que la sangre humana transmite debilmente la luz y se 

dificulta su detección. Adicionalmente, disminuye considerablemente el 

esparcimiento de la luz. 

3.3.2. LA MEDICION DE LA DENSIDAD OPTICA EN SOLUCIONES DE SANGRE. 

Las soluciones de sangre se colocaron en una cubeta de cuarzo con 

caras paralelas para ser irradiadas. Este tipo de cubeta evita 

desviaciones de la luz o diferencias de camino óptico de la luz, caso 

que se presenta en la superficie en tubos de ensayo de forma 

cilíndrica. Es recomendable no tocar las paredes de la cubeta para 

evitar adherirle grasa, polvo, alguna otra sustancia o rayarlas. La 

precisión en la medición de la luz transmitida depende críticamente de 

las paredes de la cubeta ya que cualquier depósito o rayado sobre 

ellas altera las medidas. Es necesario limpiar completamente la cubeta 

antes y después de usarla. 
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Las mediciones fueron hechas de.· iél- siguiente manera: se seleccionaron 

las longitudes de onda de los láseres .en' ·ia. ·ventana espectral del OMA, 

se introdujo la cubeta .con agu~ d~st'.i.i~cia'\hí sistema y se obtuvo el 

espectro de luz transmitida a tra~é~:~d.~i';'i'la . (I
0

) .. posteriormente se 
vació el contenido de· 1a cubeta·•y:;·59~'íe'- agregó una de las muestras de, 

solución de sangre, se irradió y é!~>'cibtÜ~C:i(~u espectro de transmisión 
:": ,' . ' > .'.-~"·:· .:. ', .'·; ._;<; 

(I). Después, 

procedimiento. 

se cambió de ·solución ·s se repitió el mismo 

:;·,;, -f·: 

'· .. ·.:.:,,~ 

Las medidas de la luz tran-smitida ;.~~ .:hié'ieron para las siguientes 

proporciones: 35me de agua desfi1Cl.a~:Y lOµe de sangre. Posteriormente 

se tomaron medidas de las sol.u61or;~s- con 10-BOµe de sangre en 35me de 

agua destilada, para una misma-muestra de sangre. 

Con estos datos se obtuvo la transmitancia debida a la hemoglobina y 

posteriormente se obtuvo la densidad óptica en función de la longitud 

de onda (ver Gráfica 13). Se pueden apreciar los picos de absorbancia 

en 410, 540 y 577nm. Estos son picos característicos en el espectro 

visible de la hemoglobina, el principal componente de la sangre. La 

densidad óptica de sangre resultó mayor en el intervalo del visible 

para longitudes de onda más cortas con irradiación de la lámpara de 

tungsteno. En esta Gráfica también se muestra el espectro de absorción 

para diferentes cantidades de sangre (10-SOµt) disueltas en la misma 

cantidad de agua destilada (35mt). Lo interesante de ésto, es ver cómo 

a mayor cantidad de sangre hay más densidad óptica, además se puede 

apreciar cómo el pico de absorción (banda de Soret) en la longitud de 

onda de 410nm tiene un corrimiento hacia el rojo (430nm), debido al 

esparcimiento de luz, al aumentar la concentración. Este mismo 

comportamiento se puede 

(Gráfica lOd) . Este 

ver para el espectro de absorción del bazo 

comportamiento se debe al fenómeno de 

esparcimiento que presenta la muestra. 

Es importante mencionar, que los espectros de absorción de la sangre 

con los'picos característicos de la hemoglobina, son similares a los 

reportados en la lite~atura [Wilson, B.C. et al, 1990]. 
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La variación de la densidad óptica en función de la concentración de 

hemoglobina en la sangre venosa desoxigenada humana, se muestra en la 

Gráfica 14, en donde la variación de la concentración de hemoglobina 

es desde 11. 5g/100mt a 16g/100me, aproximadamente. Cada una de las 

muestras de sangre de lOµt se mezclaron con 35m1 de agua destilada. ,. 

Las medidas de la densidad óptica que se obtuvieron con estas muestras 
se pueden ver en la Gráfica 14 para las longitudes de onda de 420.0, 

430.o, 440.1, 540.2 y 560.0nm. Las pendientes de las curvas cambian 

hasta obtener una pendiente igual a cero, este comportamiento es 

típico de un fenómeno de saturación de la muestra. La concentración de 

la hemoglobina se modifica por diversos padecimientos, por lo que es 

muy importante para el médico conocer esta cifra para el mejor estudio 

de su paciente. 

cabe mencionar que la concentración de hemoglobina en la sangre 

depende de la edad, sexo y estado de salud del paciente. Esta 

información es útil a los médicos para hacer el diagnóstico integral 

del paciente. 
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-CONCLUSIONES 

·-'-- .. ,-_;'.··:.~ ... '~:- ..'...~:. ~~::~~--·' --"<> 
Con el -arreglo óptico -es~ec.~ra.~ot'~ll¡e~.ri#9'ip~o~~e~t(J_ en> esf:a _Te si~; se 

¡¡¡¡¡!¡¡~:dl!l~l:J~~lil~f f f ~1~11¡~t~1~~~1~~:;;: 
~;~:~~:~:~t:f.;l~:!j f~?1¡i~Í~~f t,~Jr1!lwil~Ai~l~~~z 
~~:=~:~f f :.~~º:i::t:: 1l~~~~}~~~f S~~~f !:~1i~~~I~J~:~ 

~:' ~'-'§: . :.,,. 
·:;:_! -- ,, ~-"-,'~:;:~,· '~::J:~'.:-; ·:::.:·.~ . , --

;·:~:·?-- ;:-<·· 

LAS DENSIDADES oPTrc.As nE ·- i-Eirnos HUMANos. 

Para las mediciones de la densidad óptica de tejidos humanos, los 

resultados que se obtuvieron son muy importantes ya que muestran las 

ventajas de usar un láser de argón en el intervalo espectral del 

visible. En particular, para el tejido de higado humano fue posible 

comparar los resultados obtenidos en este trabajo con los reportados 

en la literatura, en donde se obtuvo una diferencia del J.5%, dentro 

de la incertidumbre estimada. 

La técnica espectroscópica propuesta permite la medición de las 

densidades ópticas en la dirección de irradiación de las muestras en 

función de la longitud de onda en el intervalo espectral del visible 
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El procedimienti:i experi.mentai que se siguió para obtener l~'s espe6tros 

es relativaínénte ~enó~ll?'. ~as~a-CsolaJ11fnt:~ introdl1birJ- l'ci inÚe~tra ·de 
interés. al arreglo :óptica·· éxperilnehtaL'iíara' c:íbtéh~J:'· :Í~· ''irit~í'iS:iaád.(c:le 
luz reflej acta o 'tdris~i.i:..Í:i:J'á::b ' ~-~ ;';},, ~ 

~· :-~:: ._:;;~"··: ~i:~ -;~~~~~;~ /:'. ;-j1~~ 4~_1~1;:r~ 
Los resultados indican·. i::v y-~~·~~~~.;~r-~,~<t:i,k 
espesores de tejido. de 9 a '.4!;,~~~;:'g~~j,~~·,~;¡;¡~ 
densidad óptica y el espesor :á~~;~~~·~'.±\',~~:-'l;c 

=~ti=~=t·:: .::~::::º'~ti~:ii;~i~t~~i!~ittf "' ~;~'{.~··:: 
espectro continuo ( lámpara.;\;cte/!:halógeno-,tungsteno)(ó•'o :@~¿,;:;! .,;,;~~~f~Ei de 
radia e i ó n 1 á ser . \ ·- . -:"~ <.~- , ;t~i:\/--:~i0~:3t~~/f ~¿); .. -·.~~~~E: ·~:~t4~~.~~_;2~~~-~~~;~~~[~:~~ ~~:~3:: .: , ~- .:~ ' 

·-· -:~<:~.~:=·:~;~~~";"'.'_":! ;__~~:: ·:_::~;:_:·. ·-i:-~;1· :·,,_ 
'>','::''•; "· . . '~, ·.-- - , 

Los valores de los coef id entes sor :.?~~8~1'1~6~ten · 1a 

literatura SOn muy POCOS I \'~º. r.'': i .. c; .•. i.•,;~~.··~.~.1:.:.·~.c¡;.~t.'. e;:: trábaj ,/: córitr'ib'.G.ye al 
.. - ... - - . .,, ......... , , ·:: ~.·.·.···ª:-.:· ... P'·".1•.·.····1·.·.·.:c•·-a·.·.•·.·c·.·.·.·.•1' _-0·.-·n: .. ·e· .. s··.· conocimiento de estos parám~t:ijo,~}~RP~'.fc:;~fi '.ftái::.1'! piJs.ibles _ _ 

~ - ~-Y~?:,::=~;.~~· :;)~~~~:.: _--o ~;,~:;~ clínicas. 

DENSIDADES OPTICAS APARENTES DE.TEJIDOS HUMANOS. 

La densidad óptica aparente es una medida de la cantidad de luz 

reflej acta por la muestra, por ésta razón, estos espectros tienenla 

forma inversa a los encontrados para la densidad óptica, la cual es 

una medida de la luz transmitida por la muestra. Así que como era de 

esperarse, que las longitudes de onda de la radiación que fueron 

altamente transmitidas por cada tejido, se reflejaran en menor 

proporción. De tal forma, que las mediciones de la densidad óptica y 

de la densidad óptica aparente resultan ser complementarias en el 

análisis de las características de los tejidos humanos, para futuras 

aplicaciones de dosimetría. 

Una de las mayores ventajas del sistema es la posibilidad de medir, 

tanto la luz reflejada como la luz transmitida por cada muestra para 

diversas fuentes de radiación en diferentes intervalos espectrales. 
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- '.--_ ,-

DENSIDAD OPTICA EN SOLUCIONES DE SANGRE. 
;. . ~ ·.';: .,: .. -_. -.=\_ -

El espectro de .ab·~~~~i¿h;,·j·~: )a sangre muestra -.. l°,s . picos 

~~:~:::::~:~:.~~t !i!:íi!lt~:~~~~f !i~W~'J\:~:;lh~~:~.~:u:':: 
- • '_.-.;_ '";.,,~' '~ :_-,~ ', f .\;f/:'::~·; i·tt :; ·: .. " '·'·:·: 

.:.<";_:· \;f~~·,._~:~~;-:.:;:.::: "~ . ' ,.. . - " . .,.. ·,:.-:;· ... (:::. ---

;;:~f ;{f X::~::::::;!::. JP~~l~·~\f J~1~~111~=1i~" 
Para las soluciones con,mayC>r c:an~id.ad.~e· ~an~re:r·~~m- · .s:~e?,JidC>s;cde 
mayor espesor se pudo ciisÚn~irY,'e:i: co-~rfn'ífiff¡f-aci:ii;fJ.:'i,'{co, d:e 1i:i~~rción 
localizado en el 420nm;\~p~C>xlmadament'e. E;to se 'd'e.~-~ 'iti' -fericSmeno de 

esparcimiento que presentá:'n las muestras a 'la '±·adia¡,ión, en este 

intervalo espectral. 

Con los resultados obtenidos, se puede decir, que la ley de Beer 

explica muy bien el proceso de absorción de la luz en medios donde la 

absorción domina el esparcimiento. sin embargo, los tejidos biológicos 

son altamente dispersores por su estructura, y la ley de Beer no es 

completamente válida para muchos casos que son radiados con varias 

longitudes de onda. 

Lo que se 

fenómenos 

pretende 

de la 

con este trabajo es comenzar a analizar los 

interacción luz-tejido biológico de manera 

cuantitativa, para futuras aplicaciones de dosimetría en el área de la 

Medicina. Y por supuesto, ver la posibilidad de hacer las mediciones 

in-vivo, ya que las propiedades ópticas de tejido biológico 

determinadas in vitre, difieren de los valores in vivo por encontrarse 

las muestras en diferentes condiciones experimentales. 

Por lo anterior es útil saber qué partes de las medidas in vitre 

pueden ser usadas en el procedimiento de la investigación de las 

propiedades ópticas in vivo. 
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En trabajos futuros. habrá. que. tener. mayor cuidado en· lá- .consideración 

de los efectos de absorción.·y d.e esparcimiento, los ·cuales surgen de 

manera independiente. En este caso, para colectar la luz esparcida por 

el tejido o muestra, lo recomendable es usar una es~era integradora de 

luz para medir, tanto la luz transmitida como la reflejada en las tres 

componentes espaciales. El uso de este instrumento optoelectrónico 

permitirá analizar las medidas con una aproximación más exacta de los 

fenómenos que ocurren en la interacción de la luz con el tejido 

humano. Esto permitira usar algún otro modelo de aproximación, como el 

Modelo de Difusión, que sea más cercano a la realidad para obtener un 

análisis más preciso de esta interacción. 

Para obtener mejores resultados en las mediciones de las densidades 

ópticas de las soluciones de sangre, es necesario trabajar con menores 

concentraciones de hemoglobina . en la. sangre para evitar llegar a .la 

saturación. 
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Pérdidas de luz 
por reflexión 

de luz 
por reflexión 

Haz incidente q. .c==:>Haz transmitido 

Pérdidas de luz 
por reflexión 

Pérdidas de luz 
por reflexión 

Fig.l Pérdidas-ene.la ·intensidad del haz incidente 
debidas-a la absorción y reflexión al 

interactuar con la muestra. 

Muestra 

l 
R <}= 

{01 [> e==:{> I 
R <}= 

Fig.2 Interacción de la luz 
en tejido humano 
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Figura 4. Sistema espectrofotométrico experimental. 
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TABLAS. 
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TABLA la. Respuesta del fo;omultiplicador paradiferentes\;~ltaj~s de p~laii~acÍ6~i elé~trich 
con una líne·a de c111isió11 caracterís.tica del ,lñ,ser,dc argón,.;.~. 

p <l>(FD) 
(m\V) {n\V) 

100 0.85 
200 2.63 
300 4.04 
400 5.46 
500 6.79 
600 8.05 
700 9.33 
800 10.7'.! 
900 1L92 
1000 13.19. 

TABLA lb. Respuesta del fotomultiplicador para difereútcs voltajés de polarización eléctrica 
con unn línea de emisión cnrncterísticn del liiscr de nrgón. 

i. = 496.5nm 
V= 600\'0lts \'= iOO\'olts V= 800\'olts V= 900\'0ltS 

p <l>(FD) l(FM) <l>(FM) 1 (F"ll <l>(FM) l(FM) <l>(FM) I (F1\l) <l>(FM) 
(m\V) (11\V) (¡tA) (11\V) (¡tA> (11\V) (µA) (11\V) (¡tAl (n\V) 

100 0.58 0.9 0.:?6 3.0 0.33 8.0 0.38 20 0.45 
200 1.16 1.8 0.50 5.6 0.61 16.4 0.77 38 0,85 
300 1.59 2.3 0.67 7.7 0.84 2:!.0 1.03 52 1.16 
400 2.00 3.0 0.86 10.0 J.09 27.5 1.29 66 1.48 
500 2.49 3.6 J.03 12.0 J.30 34.5 1.62 83 1.86 

-

600 2.87 4.2 1.21 14.0 1:52 39.0 1~83 9g- 2.19 
700 3.29 4.8 J.38 16.0 J.74 45.0 2.11 111.6 :?.50 
800 3.64 5.4 1.55 18.0 J.96 50.5 2.37 126.0 2.82 
900 4.00 5.8 1.67 :?O.O 2.17 55.0 2.58 í39.3 3.12 
1000 4.33 6.4 1.84 21.5 2.34 62.0 2.91 -- --

' .. ·. . 
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i. (mn) 

476.5 
488.0 
496.5 
514.5 
572.8 
578.2 
588.7 
599.J 
609,8 
620.0 

TABLA lln. Medidas de lns densidades 6p1icas de los difcrei11es espesores dehígnclo h-uiiinná 
con irradiación de luz láser de argón y de colomntc.-

TABLA 

1.(nm) 

476,5 
488,0 
496.5 
51.¡,5 
572.8 
578.2 
588.7 
599,J 
609.8 
620.0 

TABLA lle. Medidas de las densidades ópticas de los difcren1es espesores de bazo humano 
con irradiación de luz J:íser d_e argón y de colorante. 

1.(nm) D.0.1si1•m> D.0.111i¡:.mJ D.0.cl7¡un) D.0.0611111> 

476.5 o.os 0.16 0,26 0.31 
488.0 0,07 0.16 0,27 0.29 
.¡96.5 0.09 0.15 0.27 0.30 
514.5 0.08 0.13 0.27 0.28 
572.8 0.05 O.JO 0.20 0.22 
578.2 0.09 O.JI O.IS 0.20 
588.7 0.05 0.08 0.16 0.16 
599.J 0.05 O.JO 0.17 0.20 

609.8 o.o.¡ 0.07 0.17 0,18 

620.0 0.04 o.os 0.15 0,18 
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TABLA llla. Comparaci6n de los coclicienlcs de absorción lolal (¡u) experfo-1enlnles con irradiación de 
luz láser y los valores reportados en la lileralnra de hígado humano [Cheong,' W. el al,· 1990]. 

),,(nm) p1 (l/c1n) c.\rcnmcnlaks ¡u ( l/cm) roponndos 

476.5 371.8+ 26.8 
488.0 330,0+ 2.9 
496.5 332.2 :¡: 35.8 
514.5 294.0 :¡: 28.2 304 :¡: 21 
572.8 222.3 :¡: 23.0 
578,2 232.6 :¡: 2.6 
588.7 222.3 :¡: 5.1 
599,3 221.1 :¡: 9.0 
609,8 224.9 :¡: 10.2 
620.0 232,5 :¡: 5.l 
635.0 ------ 3¡5:¡: 137 

TABLA Illb. Comparación de los coeficienlcs de absorción loWI (µ1) experimentales con irradiación de 
luz láser y los valores rcponados en la lilcralnra de músculo de lengua [Cheong, W. el ni, 1990] .. 

l. (11111) ~lt( l/cn1) ..:xp.:rin1i:111.1ks gt( l/clll) ri:p>Jr1aúos 

476.5 132.9 
488.0 140.6 
496.5 117.6 
514.5 135.4 541 :¡: 45• 
572.8 97.1 
578.2 99.7 
588.7 102.2 
599.3 92.U 
609.S 97.l 
620.0 69 

*Músculo humnno. 

TABLA lllc. Cocficienles de absorción lolal (¡t1) e.xperimcnlales con irradiación 
de luz 15scr de bazo humano. 

),,(11111) ~l1(J/c111) .:xp.:ri111..:n1alcs 

476.5 201.9 
488.0 196.8 
496.5 191.7 
514.5 189.l 
572.8 155.9 
578.2 102.2 
588.7 104.S 
599.3 132.9 
609.8 132.9 
620.0 125.2 
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Gráfica 2. Espectro de fluorescencia de la rodamina 6G (Rhodamine 590) 
[Catálogo del Láser Oye, 1989]. 
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11.PENDICE JI. 

DETERMIN.11.CION DE LA DENSIDAD OPTICA 

Las muestras irradiadas, como son la sangre o los tejidos, contienen 

un solvente; a la sangre se le añadió agua destilada y a los tejidos 

solución salina. Se midió únicamente la luz transmitida ó reflejada 

por la sangre ó los tejidos, según fuera el caso. 

Se consideró la densidad óptica, O.O., de las muestras preparadas como 

la diferencia de la densidad óptica de las muestras preparadas (D.O.)m 

menos la densidad óptica del agua destilada o solución salina (D.0.)
5

, 

es decir: 

o.o. 

log (A-1) 

I 
Os 

donde los subíndices cero representan la intensidad de luz incidente en 

la muestra preparada o simplemente en la solución. 

En la Ec. A-1 se considera que la radiación de la fuente luminosa es 

constante, entonces los términos de I
0

m y de I
09 

son iguales, por lo 

tanto se pueden cancelar en la ecuación, resultando: 

o.o. log (A-2) 

Esta ecuación representa la densidad óptica de la sangre o de los 

tejidos. 
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En este trabajo se cC:msideró I .como l.a intensidad de luz incidente en 

la muestra I
0

, e Im fa ii'.ite~sN'a'.~'. d~ luz t;ransrnitida por la muestra I. 

Así, la Ec. A-2 es representada. por::-' .. 

o para simplificar 

,:r: .,. ;:·; ;.: ·.,.":; c-_)f::. 
. . .. . :,;;::; .. ,:'~·,·E·~· 
o.o'; 

o,;9,~t,,,;,;;~og 

. - rs-

r 
m 

';-o 

·r. 

(A-3) 

(A-4) 

(A-5) 

donde ro intens'id.'3.d. de iúz rE!fi~jii.da . por al 

intensidad de luz reflejad~ por'iá s'an.g;re· (6. por el. tejido). 

es la solvente y r la 

83 



APENDICE B 

FLUJO RADIANTE EN EL FOTOMULTIPLICADOR 

Para medir la densidad óptica de las muestras se necesita de un 

sistema fotométrico el cual determine la cantidad de luz transmitida 

por la muestra. El sistema cuenta con un fotomultiplicador cuya 

respuesta depende del voltaje de polarización eléctrica y de la 

longitud de onda de la radiación incidente. Los valores para los 

diferentes voltajes de polarización eléctrica en el intervalo de 

operación de 600-900 volts, se obtuvieron para las líneas de emisión 

características del láser de argón y algunas líneas del láser de 

colorante. La corriente de salida del fotomultiplicador es convertida 

a flujo radiante (nW) con la ecuación siguiente: 

Ic 

P"G 
(B-1) 

donde Ic es la corriente del fotocátodo, p la responsividad y G es la 

ganancia del fotomultiplicador. La responsividad (p) o sensitividad 

absoluta (S) depende de la longitud de onda de la radiación (Gráfica 

3a, fotocátodo S4). La variaC::ión de la ganancia del fotomultiplicador 

( dG L) depende del voltaje de polarización eléctrica de la siguiente 

manera: 

dG/G=(0.7n) dV/V (B-2) 

siendo n el número de dinodos, dVL es el voltaje de polarización 

eléctrica entre los dinodos, G=3,000,000 y V=lOOOv son valores 

característicos típicos de ganancia y voltaje del fotomultiplicador 

RCA-1P21 (Harrison, N.J.]. 
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APENDICE C 

GLOSARIO 

AUTOLISIS - Destrucción de tejidos o células por acción de sus propias 

enzimas. 

CELULA - Unidad básica de todo organismo viviente limitada por una 

membrana. 
CROMOFORO - Grupo químico cuya presencia dá un color determinado a un 

compuesto. Puede tomar colorantes cuando se une con otros grupos. 

DERMIS Porción de la piel situada por debajo de la epidermis y 

formada principalmente por tejido fibroconectivo denso. 

DISECCION - Separación de los tejidos y órganos del cuerpo a lo largo 

de las divisiones naturales. 

EFECTO DE FOTODESCOMPOSICION Separación de los componentes del 

cuerpo en sus principales constituyentes por el uso controlado de 

rayos de luz. 
EFECTOS FOTOTERMICOS Incremento de la temperatura en la muestra 

debido a la absorción de la luz, hasta producir coagulación. 

ENDOGENO - Que se origina en el interior del organismo o derivado del 

mismo. 

EXOGENO - Que se origina en el exterior del cuerpo, que ·es debido a 

una causa externa. 

EPIDERMIS - Capa externa de la piel constituida por epitelio plano 
estratificado queratizante. 

ERITROCITO - Elemento forme de la sangre de 6-Bµm de diámetro, de 

forma bicóncava, deprovisto de núcleo y con alto contenido de 

hemoglobina. 

HEMOGLOBINA Heteroproteína de color rojo existente en los 

eritrocitos, cuya principal función es unirse al 0
2 

para ser 

transportado a los tejidos. 

IRRADIANCIA - Es la densidad de potencia, es decir, la cantidad de 

energía en unidad de tiempo, que incide sobre una superficie 

dividida por el área de la superficie que está siendo irradiada. 
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PROTEINA - Molécula formada por una o más cadenas de aminoácidos que 

están unidos por enlaces peptídicos. Las proteínas son los 

compuestos esenciales del cuerpo. 

REFLECTANCIA -Es la razón de la intensidad de la .luz reflejada y la 

intensidad incidente sobre una superficie. 
TRANSMITANCIA - Es la razón de la intensidad de luz transmitida entre 

la intensidad de luz incidente sobre una superficie. 
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