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INTRODUCCION: GENERAL

en med1c1nap*
.

Jldos7humanosfu

apllca01ones
clentlflco. Estas fuentes de radla

‘ctromagn tlca ‘son muy utlles

poxr sus caracteristicas def;kmonocromat1c1dad Vcoherenc1a b
direccionalidad. Existen laseres que emlten radlaclon en diferentes
intervalos espectrales desde el ultrav1oleta (UV) hasta el infrarrojo
(IR). Recientemente se esta 1nvest1gando el uso de los laseres en
medicina, en particular en los siguientes campos de: cardiologia,
cirugia, dermatologia, odontologia, oftalmologia, ortopedia v

oncologia.

La caracterizacion doptica del tejido humano es vital en el desarrollo
de las aplicaciones médicas de los laseres. Las propiedades opticas de
tejido humano normal y = patoldgico, no han sido totalmete
caracterizadas hasta el dia de hoy.

Por la importancia que existe en el desarrollo de las posibles
aplicaciones médicas de los léseres, es de gran interés investigar
algunas caracteristicas fisicas del tejido humano al momento de ser
irradiado; para ello es necesario conhocer primero las propiedades
Spticas que presentan cada uno de los tejidos a la radiacioén laser o a

cualquier otra fuente de radiacién no ionizante.

d sarrdlib,jff'



cuando '1a‘ rédiabi
caracterlstacas
absorblda,

sinirradlados{ La determ1nac1on de‘

esparcimiento de . edior rradlado,, esto ocasiona que el

cdlculo del fIUJO sea mas compllcado y que la Ley de Beer, en estos

casos, deje de ser ValLda

Actualmente la llteratura reporta 1nvest1ga01ones de “irradiacién de
luz sobre tejidos biologlcos de anlmales v ‘humanos; ésto tiene que ver
con la similitud entre estos tej;dos,y, por supuesto, por la facilidad
de -experimentar in—vitro'Y'éﬁétériafméﬂfé in-vivo con animales. En
este trabajo nos abocareﬁos a la medicién de la densidad optica en
tejidos humanos in-vitro.

La determinacion de las propledades dpticas es muy compleja debido a
la gran variedad de tejidos humanos del mismo tipo, los cuales se
caracterizan por su diversidad en la composicién y organizacidn de sus
componentes biocldgicos. Asi, la determinacidén de las propiedades
épticas gque se presentan en el tejido cuando son irradiados con luz

tienen un alto grado de incertidumbre.



Debido -al alto contenLdo de sangre en tejldos humanos el :estudio +de
las propledades optlcas de esta es central en muchas apllcaclones;
blologlcas A4 medlcas que utilizan lamparas y la&eres como fuentes de~<

caracterlstlcas de’ absorc1on . tran mls on

lqu porf

de

El
la

destilada para determlnar,Al
in-vitro en el espectro v151ble..

En el Capitulo I se explican los fendmenos y efectos que se llevan a
cabo en la interaccién de la 1uz con el  tejido bioldgico. In
particular, se consideran los fendmenos de absorcidén y esparcimiento
en la irradiacidn de las muestras bioldgicas y las caracteristicas que
presentan- éstas. Se exponen los diferentes modelos tedéricos que se han
propuesto para describir las propiedades odpticas de la interaccion
luz-tejido, asi como las posibles aplicaciones en medicina.



E1 . Capltulo =II:'de$C;ibé 'ld',iﬁstruméntacién espécpgofétém;tricai,

necesarla para- el anéliSis' de  los. fenomenos a

,reflex1on -en: las muestras blologlcas. Se v@enclo a

who~1cnlzante, ‘los'
}el fotometro

~'sangre

Flguras, Tablas




“ CAPITULD L7770/

rclmlento, ‘reflexidn
b cuantitativa de

'€l ~Fendmenc de

fotoquimicos y de

Los efectos ?’ffbtotérm cos

fotodisr_rupéiéh, ac]i/i;}a‘ciién electromagnética
incidente, ya sea continua. X 1a ,16héiﬁud de onda de ésta y
de las propledades del- do dosiestos 'factores influyen en 1la
aistribucion ‘ Cde 1 cio ncidente en el tejido

bioldgico.

para ,,ggherar calor a través del
os.diferentes constituyentes del

Los laseres son comunmente usa
proceso de absorcidn de luz por,
tejido, este proceso puede producur,Iotocoagulacnon o vaperizacidn en

el tejido.

En este Capitulo se analizarda la interaccién de la luz en el tejido
bioldgico 'para la medicion de sus propiedades dSpticas, en particular,
la medicidn de la densidad odptica. Estas medidas son de primordial
importancia para propdsitos de aplicaciones médicas.
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La i >
informacidn:

‘ese

transmitancia“ y:

otras formas de energla

energia calorifica:

En el proceso de abéordién;;ﬂ
a los &dtomos o moleculas; due_
excitados de sus estados’ de energia 1nlclales
altos (estados excitados). Los atomos exc1tados o ‘moléculas tienen una

estados de energia mas

vida relativamente corta .y tlenden a regresar a su estado fundamental
,neralmente la energia liberada

después de aprox1madamente 10 ueg

aparece en el sistema como: cALGT sl, el aumento de calor en la

muestra es debido unicamente:
eficiencia de convertir la enérgia'de 1a 1luz ‘a energia calorifica en
un lugar determinado de 1la muestra depende de la absorcién de la luz

que eés “absorbida por ésta. Ia

en ese punto.

El esparcimiento es la pérdida de la  energia de un haz incidente a
causa de la heterogeneidad del medio. Esta energia es subsecuentemente
reemitida - hacia todas direcciones en forma de luz. Este es el
mecanismo fisico fundamental que opera en.la reflexidén, refraccidn y

difraccion [Martellucci, S. et al, 1983].



luorescencia

ndé dél~angulo de .
la luz

incidencia. .sobr ‘ponenteS'

reflejada regular
para la luz refleJad‘
uniforme. La refle
aire-tejido. o

Todas las apllca01ones blomedlcas dc los laseres estan basadas en las
interacciones de 1a 1luz laser con’ sistemas bioldgicos, éstas causan un

gran nimero de efectos, los~cuales pueden ser d1v1d1dos principalmente

en tres grupos diferentes. Primeto, la 1uz laser de baja intensidad es
absorbida, reflejada o reemitida (como fluorescencia) por la muestra,

de manera gque ninguin cambio ocurre en ésta; estas interacciones forman

la base para el diagnédstico lédser (diagnodstico espectral de moléculas
y macrodiagndstico a nivel tisular. Segundo, la radiacidn de mediana

intensidad de UV y visible puede excitar estados electrdénicos en

moléculas, causando efectos fotobioldgicos especificos gque ocurren
{enddgenas o

de fuentes

debido a la excitacién de cromoforos en células
exdgenas) . Estos procesos también ocurren con luz

inccherentes, pero el uso de luz laser puede dar varios beneficios

desde un punto de vista practico en la fotomedicina y fotobiologia




molecular

mediante 1a med1c1on de la 1ntens da
transmltlda utlllzando la Ley dex Beer,

conduccidén del calor. :

cuantitativa el coef1c1ente de absorclp ﬁotal H (o coeficiente de
extincion) en cada mues tra. Este coeflclente dae atenuac1on del flujo
bsorclon by el coeficiente

promedio es la suma del: coeflclente de

de esparcimiento M.

El coeficiente de absor01on Lotal descrlbe la d15tr1buc1on del flujo
real en el teJldO{ sobre todo en la .region- de la penetracién optica.
La profundidad de penetracién éptica es definida como el inverso del
coeficiente de absorcidn 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 penetracidén de la 1luz, asi como el coeficiente de

absorcidn total en el tejido dependen de la constitucién del mismo y
de la longitud de onda de la luz con la que se irradia.
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La absorc1on de'la luz depende de la lcngltud de camlno medlo'que 1a
' longltud de camlno medlo dep de delﬂ"

como ‘son:. .la .atenuaci

1.3. LA LEY DE ABSORCION DE BEER-LAMBERT,

Ccuando la intenﬁidadﬂde da iuz a traves de una

muestra,  la intens Para’ una muestra
dada, I depende:de bs rclén de Beer:

(1

donde Ky es el coeficiente -de absorcién total (coeficiente de
extincién), y L es el  espesor de ‘la muestra. El coeficiente de
absorcion total depende del coeficiente ' de absorcidn I del

coeficiente de esparcimiento p_, de la siguiente manera:

po=pootop (2)

11



La Ec. 1 es la ley fundamental que goblerna 1a absorc1on de'todo tlpo T;
de radiacidén electromagnctlca,; : “sol o5

sino también- a gases \'e solldo
nombres: Ley de Beer—Lamberb

Beer, . o mas comunmgnt

La Ley de Beer no's
que esta ley no.
esparcimiento malti

La intensidad de: rénsmitida I

por la muestra nb_p aboratorio,

debido a que cada-/un 1g n recipiente
o entre placas de v1d‘ 'éfla radiacién
co las paredes’ del recipieﬁtevé

la poten01a en ‘cada ; 1nterface G

ce pérdidas en
reflexién o la

n-algunos casos el
la

Para corregir estos efectos

De esta

del haz gque pasa por el

pero.sin la muestra.
forma se puede obtener “l1

muestra (ver Apeéndice A)'

por la muestra, esto es-"

D (3)
ST

donde I es la intensidad de ‘1a iﬁzi incidente e I es la luz

transmitida por la muestra.



La tra
llamada

de “la’ pérdida _
humano, una par nsidad 'se debe al
esparcimlento ocasionado ,pdr7 la absorcioén

(Fig.2).

uede ser expresada en
la - absoreién y el
la--luz. Considerando

La atenuac1on del haz
términos de - la densldad
esparcimiento contrlbuyan

esparcimiento simple en- un Ley de Beer puede ser

usada para calcular la tra ucion en la direccidn de
“En-este caso la Ley de

la luz incidente [Ishimarﬁ} y
uidas. En este aspecto, la

Beer es valida solamente .en So
Ley de Beer esta limitada.

Se consideran soluciones altamente conceéntradas aquellas mayores de
0.01, es decir, mayores en una proporcioén de 1 en 1.00. A estas
concentraciones, cada una de las particulas responsables de 1la
absorcién interactua con sus vecinas y asi cada una afecta la
distribucién de carga de las particulas que la rodean. Esta
interaccidén puede alterar la habilidad o 1la facilidad de 1las
particulas de absorber una longitud de onda de la radiacidén de luz
incidente. La interaccidén depende de la concentracidn de la muestra, y
esta interaccién causa desviaciones en 1la relacién lineal entre
absorbancia y concentracidén. Si estos cambios en la concentracidén de

13



La ‘féflecta'ci
reflejada

donde r —es 1
reflejada’

La reflécﬁéhﬁla
"aparente',  D.(

ral ;guai‘~quel paré‘ la ‘transmitancia . es la

En la reflectancia,: s
ailuz reflejada por

medida de la luz reflejada por el 'solvente' y R'es
la muestra (ver Apéhdice A). Ambas mediciones™Se hacen exactamente con

las mismas condiciones experimentales.

Para un material descrito por la Ley de Beer, una grafica de densidad
éptica contra espesor de la muestra da una linea recta, con pendiente
proporcional al coeficiente de absorcidén, Ec.5. Cuando la longitud de
la radiacidn se aproxima al tamafio del objeto o cuando existen
inhomogeneidades en el medio, se presenta el fendmeno de esparcimiento

dejando de ser valida la Ley de Beer.

14



1.4. LAS CARACTERISTICAS DE

atmosfera)

El tejldo
su varlablllcja

propagacién . de ;
condiciones . se.:-u
probabilidad: par:

3. "Esparc1m1ento:d
entre las diferentes M teilucCi, s. et
al, 1983]. T '

1nten51dad de 1a luz espar01da en el
la ‘forma de - las particulas

La distribuciodn espacial

medio dependen del :
esparcidoras, de,la1lbn§ituafdé:ﬁﬁéaﬁdefla "1z incidente y de la
diferencia en el indice de feffacéién debido a las inhomogeneidades
del medio. Para particulas con:dimensiones del orden de un décimo de
la longitud de onda, el esparcimiento es dgeneralmente débil e
isotrdpico y sus intensidades varian inversamente a la cuarta potencia
de la longitud de onda. Esto es conocido como el esparcimiento

Rayleigh.

15



‘Para partlculas“
1ong1tud de ‘ondav“'

lo
oﬁponen, las

iolégico,

“'soni-expuestas

importante conocer algunaé‘carac
el Hay . célula

humano.

cuerpo ltamafios 'y formas pero
. Las ‘células del musculo

qué;algunas células nerviosas

celulas agrupadas y combinadas
;Hay cuatro tipos de tejidos
'y -nervieso. Cada uneo tiene
élés deben ser caracterizadas

con otro material forman :e
basicos: epitelial, conect A4

propiedades dpticas espe
individualmente. :

n. algunos tejidos fue necesario

Por el alto cohtén d
moglobina) en funcién de la longitud

analizar 1a~D}O;Qd§‘la
de onda. R

16




1.5. LAS. CARACTERISTICAS DE ABSORCION:DE LA SANGRE

ontiene. en su
flos. rojos

yo} dé‘mas de

menor:proporcion

“es"de ‘e@sperarse .que en la parte

Considerando el fend cion,
el cdeficiente de absorcién u fuese
bsorcion ‘en este intervalo espectral

del espectro del
mayor debido ‘a : L
caracteristico de muchaé;biomoiéculas tales como las proteinas y 1los
acidos nucleicos. Cuando sé incrementa la longitud de onda, esta
absorcidén decrece y la absorcidn debido a los cromdéforos especificos
tales como la hemoglobina, miéglobina, bilirrubina y melanina aumenta.
En este intervalo de longitudes de onda podriamos esperar ver
diferencias mas grandes en el 4 entre diferentes tipos de tejidos
cuando el contenido de los cromdforos variara considerablemente; una
vez que la longitud de onda aumenta mas alld de 1000nm, la absorcidn a
la luz infrarroja por el agua se convierte en el mecanismo dominante y
podriamos esperar que el coeficiente de absorcidén de muchos tejidos
sean tan grandes como el del agua (ver Grafica 1).

En las longitudes de onda del visible y cercano infrarrojo, la
absorcidn de la luz en la sangre es principalmente determinada por la
concentracién y la saturacién de oxigeno en la hemoglobina, de tal
modo gue cualquier variacidén fisioldgica cambia las propiedades
épticas de los glébulos rojos alterando la absorcidn y el

esparcimiento de la luz en la sangre.

17



1.6. LOS MODELOS TEORICOS:

Numeroéb modelos han .si ‘reportados en- la llteratura, estos predicen

el flujo d

eflex1on yrtransmlslon de 1la

luaclon del promedio
opticos del

vcomunmente como

opticosison o ades observables

(por,féjémblb, caracterizan 1la

propagacison:d

experimentales: ' las
‘nlcas, aparatos
heterogeneldades

d transporte radiativb. La ecuacion de
dlstrlbuc10n de la luz en
tres dimensiones y toma en

cuenta las pérdidas délléliUi en’icada :punto. . También, considera la
unto ‘debido’ al esparcimiento de los

ganancia en el flujo en cada

puntos vecinos dentro del te31d0.v La ecuacidn de transporte tiene

solamente una solucién analltlca en ‘una geometria unidimensional. Para

consegulr una solu01onk en dOS‘ o' tres dimensiones, es necesario
restringir la distribuciénafigular de la luz esparcida. Una solucidn
alternativa a esta ecuacidn puede ser obtenida usando el Método de
Monte Carlo; éste calcula un camino azaroso para cada fotdn y lo sigue
hasta que es absorbido. ILa solucién de Monte CcCarlo ha sido
implementada en un programa de computadora por Keijzer. Esta
implementacién de la ecuacidn de transporte da una muy buena
estimacidén de la distribucién de la luz cuando el tejido es irradiado

con fuentes de luz ldser [Gourgouliatos, Z.F. et al, 1992].



15 teoria de

Una aproxlmaclon la; teorla de'transporte radlatlv

dlfuslon
partlcula

Esta’ teorla n‘ esparcldora esta‘ lo

para ev1tar esparcimientol

zar por todo]el medio. La aproximacidn

una gran
[Hasegawa, Y.

propagacidén de’

difusidn mente reduc1da a una

la

esparcimiento

medir los coeficigntes . S0rcior “de. y
distribucion angular, requleren' de la medlda del espesor de una
muestra uniforme 'y tres cantldades optlcas tales como la reflexidn
total, la transmision total o ‘difusa y 'la transmisidén colimada.
Tipicamente estas cantldades son medldas usando una esfera integradora

en el sistema.

Aungue en capas muy delgadas de tejido bioldgico (menores de lmm de
espesor), o muy cerca de la superficie, el esparcimiento de la luz no
es isotrdpico. Mas alla de una profundidad de 1lmm puede ser usada la
ecuacion de difusidén para describir la distribucién de la luz en el
tejido considerando los esparcidores de luz isétropicos.

19



1.7. LAS APLICACIONES EN LA MEDICINA

El ldser de argon:es .uno:de los. ldseres mas:potentes  de radiacién
continua en el visibleiy sU/campo de aplicacién;abarca la biomedicina.

Este 1éser,se‘pfbpﬁs
por que la raaiééidh puede
la buena absorcis

disponibles.

Los laseres radiacicén - coherente,

nstrumentos. muy usados
asquimica, hasta la
bcas como © la

sintonizable,
desde la investigaci
medicina e industr ‘técn

espectroscopia. -

a de 630nm ‘del laser
NéfopOrfirina como un
_ inamicé: El uso de la luz
para. la. terapia fotodinamica
& efectiva = para excitar la
al, 1991].

Para el diagnéstiéo
de colorante (R6G’ CC
fotosensibilizador, e

verde con la luz“roj
debido a que la ‘lu
hematoporfirina [Van Stav
Los laseres son usédqé nte:de: manera rutinaria en muchas

especialidades médica urgicas. Ademas, son usados en:la“

investigacién de nuevéw apli,aCiphés en medicina.
Los efectos que la radiacidén optica 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 radiacidn.

La parte ultravioleta del espectro (100 a 400nm) tiene principalmente
un efecto fotoquimico mas que un efecto de reaccion térmica sobre el
tejido. En la irradiacién de la luz, estas longitudes de onda rompen
ligaduras intramoleculares y son capaces de crear incisiones en el

tejido.

20



el de Nd:YAG (,3

sido - usados

absorcién de la radiac : ‘ ntos en el tejido. ILos-
pigmentos de absorci r | ' 13 melanina 'en la pielf
coroides del ojoi .y :e al ‘del cuerpo humano; y la
aciodn’ es” grande, - la energia -
:‘qr"y puede causar . dafios

hemoglobina. Si ‘la i
absorbida es convert
térmicos. El efectd ‘
longitud de onda de'
absorcion del te]ldq.

e:las. caracteristicas 'de.:

Alguncs de los laserN’
siguientes: :
-Argon,
usado especialmente par
-Kripton, emite en el
principalmente por’ oftalmo .
-Helio-Nedn, emite en ‘el rojo
laseres no visibles. L
-Laseres de colorante (Dye), émitén'engel espectro’visible dependiendo
Loé laseres de colorante

del. colorante seleccionado como medio act vo
son excitados por el laser de Argon, Krlpton o Nitrdégeno. Son usados
clinicamente en terapia fotodinamica., =

En el infrarrojo cercano (700 a 3000nm), la energia electromagnética
puede causar quemaduras en la piel y en la retina. En el lejano
infrarrojo (3000 a 10000nm) los efectos estan limitados a las capas
superficiales del tejido. El1 léaser Co,, que emite en el 10600nm, es
fuertemente absorbido por el aqgua.

21



La- energla dep051tada eniel tejido es el producto de 1a‘potenc1a del
laser Y el tlempo que eli-haz ‘este: 1n01dlendo eniuna - area del tejido.

estos

1 te31do,

tejldo,‘
tejidos.

alculos blllares.:

la escleros

de tejido,
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CAPITULO 2 -

LA INSTRUMENTACION ESPECTROFOTOMETRICA

2.1. INTRODUCCION.

En este Cépiﬁulé-

opticas para

electromagnéticay
datos. En esta ‘parte
radiacién a traveés-

Un espectrofotdmetro es,unkdlqus;t;YOEQue permite hacer mediciones de
1ntéﬁsidad de luz.

la distribucidén espectral.de 1z

La medicién 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) descripcidén externa por medio de modelos tedricos.
Desafortunadamente ambos metodos pueden dar resultados inciertos. Las
medidas inciertas in situ necesitan detectores de luz cuya insercidn
en el tejido no altere la distribucidn del flujo de luz y cuya
respuesta no dependa de la direccion con la que entra la luz. Todavia
no ha sido desarrollada completamente la éptica gue cumpla con estos
requisitos; aunque recientemente, como un instrumento apropiado, se
estd usando una fibra odptica incrustada en un bulbo de material que
difunde la luz.
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2.2. LAS FUENTES DE RADIACION NO-IONIZANTE..

Las'fuentés‘de fadiabién;el - aideben;. bfiﬁéfd: generar un
haz con suficiente’ potenc1a pa po,er'detectarld Y traduclrlo a una
sefal eléctrica; segundo.,las fuente ,deben ser. de radiacidn continua,
esto es, el espectro debe. contene ,todas las longltudes de onda sobre
la regidn en la cual ésta va a ser:usada, flnalmente, es necesario que
la fuente sea estable; la- potencla del haz radiante debe permanecer

constante durante el periodoi’ necesarlo para medir la intensidad de luz
incidente Io Yy la 1luz transmltlda I (o reflejada), sélo en estas
les las medldas de - la densidad o6ptica.
dlsenadps para medir Io e I
s ‘fluctuaciones en la fuente radiante

condiciones fueron reproduc

Algunos instrumentos éSt

simultaneamente; en este ca
no presentan ningun probleﬁé

Ccomo fuentes de radiacidn: se,
y los laseres de argdn y-de’ colorante

na lampara de halogeno tungsteno

La lampara de tungsteno es usada'por su ihtefvélc espectral continuo 'y
los laseres por su monocromaticidad.y coherencla. Estos laseres emiten

radiacién continua.

2.2.1. LA LAMPARA DE HALOGENO-TUNGSTENO.

La fuente mds comun de radiacidn visible es una lampara de filamento
de tungsteno. Las lamparas de haldgeno-tungsteno son fuentes de
radiacidén continua todo el intervalo espectral del visible, lo que
permite obtener la relacidén de la densidad dptica de la muestra en

este intervalo.

La distribucidn de energia de esta fuente se aproxima a la de un

cuerpo negro. La Fig. 3 muestra las curvas de emisién de lamparas de
diferentes filamentos, en particular es de notarse el filamento de
tungsteno-a 3000°K. En la mayoria de los instrumentos de absorcidén la
temperatura del filamento de operacidn es de 2870°K; la mayor parte de
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2.2.2.. EL' LASER DE ARGON::

ILa palabra LASER es un acrohisﬁd

Emission of Radiation", ampl;flcac
emisién estimulada. EL desarro lo

lento durante su primera

Las caracteristicas . ;
monocromaticidad, coherenc1
sintonizacidn. Ademas, los

energia en forma de pulsos corto a continua.

Los laseres emiten radlac on cor unaﬂ alta dlrec¢1ona11dad El -haz
colimado tiene un pequeno angulo»de dlvergenc1a. Esto es importante,
ya que significa que la energla‘llévada por los laseres puede ser
colectada facilmente y enfocadg en una»area pequeha. La caracteristica
principal de la radiacién’ laser es que ésta tiene la mas alta
radiancia que cualquier' otra fuente de luz. La radiancia es 1la
potencia por unidad de area por unidad de angulo sélido. Ademds en los
liseres de colorante es posible sintonizar la longitud de onda en un

intervalo grande.

Por estas caracteristicas los laseres son fuertemente recomendables en
aplicaciones médicas, particularmente por su confinamiento espacial de
dafio térmico inducido épticamente. Los laseres han sido usados como un
instrumento para controlar destruccién de tejido. En cirugia, por
ejemplo, para inducir cambios térmicos. ILa radiacidén laser puede
también ser usada para inducir reacciones fotoquimicas in-vivo.
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Un.laser de'a
medio. activo

2.2,.3." EL LASER DE COLORI\NTVEV.‘:V

Un laser de colorante, es un laser que contlen h el medio activo un

lorante emiten en el

colorante orginico ligquido: - ‘Los:. laseres de C
espectro de luz visible y algunos pueden ser 51ntonlzables ajustando
la radiacioén de excitacioén y el medio del colorante.

El laser de colorante,'Dye,‘eé‘bombeado;éptlcam te cqn-uh'lésér de
as  frecuencias
;éldfeSpectraL
'i(éébeétro de

argén y tiene un filtro birrefringente para:sih
de oscilacién particulares. Emite radiacio “e
continuo desde 572-620nm con un pico maxime
fluorescencia de la R6G, Grafica 2). :

2.3, LOS DETECTORES DE LUZ.

La luz transmitida o reflejada es introducida en el monocromador y
detectada en la rendija de salida de éste, ya sea por un
fotomultiplicador, por un fotocdtodo o por el analizador multicanal

6ptico.

Los detectores producen una sepfal electrdnica (corriente o voltaje) en
respuesta a la energia radiante. Por esta razén se puede medir
fdcilmente la energia antes y después de ser irradiada la muestra.

En el campo de la deteccidn de sefiales de bajo nivel se han alcanzado
grandes progresos. Aparte de los nuevos fotomultiplicadores con un
extenso intervalo de sensitividad espectral y una eficiencia cuéntica
(>20%), se han desarrollado nuevos instrumentos de deteccion tales.
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como’ los :a
los é,xja
espectrosc
[Demtréder

2.3.1; ]EL FO\'I“O‘MULT\IVPLI,CAIW)ORV'.’ .

Los fotomultlpllcadores son  “det
fotoemlslvo, un: 51stema ‘de’ dlnodos

secundaria proporc1onan la ampllfk FeY
un &nodo que : colecta los electrones
dinodos, produc.w.endo una sal.lda ’e'

da - del 51stema de

dinodos, que -consiste de elec

gque proporcionan una .. emisién ola - emisidén secundaria se

refiere al hecho de que. .19

"secundarios" después del-impac
de electrones secundarios
incidente depende de la:energi:

rodos - emiten varios electrones
h";électrén "primario". El numero
~por -cada electrén primario
tica' de este electrdn primario.

Los fotomultiplicadores son ',lpsg détectores mas sensibles a la luz, por
ahora, con una &rea granhde Sensible Yy pueden ser usados para contar
fotones a razdn de 100 fotones por segundo (Grum, F., 1979].

La respuesta tipica espectral del fotocdtodo S4 del fotomultiplicador
1P21 con una ganancia tipica de aproximadamente 3x10° a 22° se
muestra en la Grafica 3a, donde se puede apreciar que practicamente
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 fotdmetro (Recording
Photometer). La lectura de la sefial es proporcicnal al flujo de luz
incidente, la lectura es mostrada en forma analdgica. E1 fotdmetro
acepta sefilales de corriente del fotomultiplicador y muestra la

amplitud de la sefial en el medidor.
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et al,>1992)

51l ‘e:elfcet&aﬁofuiﬁfayiéleta hasta
Cel cercanowlnfrarrOJO o N :
ioééérdéﬂsilicio se muestran en
alta‘dondé el ‘detector todavia es
estose debe a la energia de "bandgap" del

La respuesta éspééttél
la Grafica 3b.. L
sensible es la de 1100nm
silicio puro.

En longitudes de onda “cortas el ‘decrecimiento iépido se debe al
aumento en la absorcidn de estas: longitudes-por el silicic antes de

gue los fotones puedan llegar a la uniodn p-n.

Los fotodiodos tienen una respuesta en frecuencia de Gigahertz. Estos
detectores combinados  con los amplificadores operacionales dan una
respuesta lineal con una ganancia alta sobre grandes intervalos de

frecuencia [Grum, F., 1979].

28



2.4. EL ANAL:zhbbk‘MuL OPTICO' (OMA).

‘Multichannel Anéiyzer" (OMA)f
_ados ‘paralelamente -uno respecto]
4cm, ‘la respuesta espectral de.

El Anallzador Multl
es. un arreglo de 102
del otro con una v
los fotodlodos
(Qer Grafica 4, IRY—S/RB)' ﬁas;f
pacldad de monitorear. y adqulrlr:'

constante en el
ventajas de'est
simultaneamente e

1self-scanned photodetector", SPD,
idoespecificamente disefiado como-.un
Un SPD de lineal de
- s = o un N
de

arreglo

fila

contlene una

"Eéte

en tiempos menores a 1us. ;

Todos los detectores con recubrimiento “de ‘silicio estan sujetos a
corriente oscura generada térmicamente y son asociadas a fluctuaciones
estadisticas (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 -25°C para lograr el enfriado del detector [Talmi, Y.
and Simpson, R.W., 1980].

Un espectrdémetro multicanal colecta simultaneamente 1la energia
dispersada en un numero de canales (diodos) con cierta longitud de
onda. La energia de cada canal podra ser colectada por un elemento

detector discreto de un arreglo de detectores.
El detector del sistema OMA, de 700 canales activos, con el gque cuenta

el Laboratorio de Optica Aplicada puede operar con radiacidén incidente
continua o pulsada. Tiene un tiempo de entrada ("GATE TIME") minimo de
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laser, etc,

2.5. LA INSTRUMENTACION OPTIC

cuenta’ con-’la‘ instrumentacidén dptica

El arreglo espectrbfqtqmetr

necesaria para enfocar reflejar y colectar la radiacién

proveniente de los lase gmparé de haldgeno-tungsteno.

Las fibras optlcas de dos ‘de fibras de vidrio fueron:.

utilizadas para transm Una fibra Jdptica es una g

varilla de cuarzo transparente cubierta con- un

revestimiento de un mau den51dad 6ptica menor. La diferencia

en el indice de refr ‘, dos materiales permite que la luz

viaje a traves de nteniéndose confinada en las mismas

[Trevifio, C. et al, 199

Para seleccionar las-longitudes-de onda presentes en la irradiacion de
las muestras se utilizdé 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
estdn presentes. Para una rejilla de 1200¢{/mm y de 150¢/mm, la
longitud de onda A del resplandor (blaze) esta en 500nm en ambos
casos. La precisidn en la longitud de onda del monocromador para estas
rejillas es de #0.1lnm y 20.8nm y tienen una reproducibilidad de

+0.005nm y *0.4nm, respectivamente.

Una rejilla de difraccidén es un vidrio o una superficie de metal
pulida sobre la cual hay un gran numero 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 rejlllas de dlfracc1on son usadas en equlpos espectrograflcos~
(espectroscopios, espectrofotometros, monocromadores, espectrometrqs,
etc.) como el elemento optlco pr1n01pal para - separar_ la.. 1u1~

longitudes de onda que la componen (frecuenc1as) y dlfractarlas a'
diferentes angulos. Las rejlllas son también usadas. en algunos 1aseres -

onda, para seleccionar la lon 1tud de onda a la salld“'d

Las muestras de

de cuarzo.

Se usan las cubetas de cﬁério §i seﬁreQuiere tfébajar en el intervalo
espectral del UV abajo de 350nm; este material-es: también transparante
en el espectro visible y hasta 3um en el intervalo de luz infrarroja
IR. El1 wvidrio puede ser empleado en el. intervalo de 350nm a 2um y
cubetas de plastico para el intervalo del visible ‘[skood,” D.A., 1971].

En general todos los elementos OJpticos . involucrados en el sistema
espectrofotométrico experimental deben‘estar”héchdé de materiales que
deje pasar la radiacidén en el intervalo espectral de 1nteres, én este

caso el intervalo visible.

2.6. EL FOTOMETRO.

El fotomultiplicador produce una"salidarde corriente proporcional a la
intensidad de la luz incidente, la cual es enviada a un fotdmetro de
la marca Recording Photometer, modelo 17. lLa lectura de la sefial de la
luz es en forma analdégica. El fotdmetro acepta sefiales de corriente
del fotomultiplicador y muestra la amplitud de la sefial en el medidor.
El instrumento tiene la opcién de cancelar la corriente oscura. El
medidor tiene tres escalas; las primeras dos son lineales (0-30uA y de
0-100uA) . Estas escalas son usadas en transmitancia, fotometria de
bajo nivel, medidas de fluorescencia y luminicencia, etc.; la tercera
escala es el logaritmo del reciproco de la escala de 0-100uA y por lo
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del

tanto - ‘es’’ una’’ sensn:lv:.dad

1nstrumento es tal ‘

escala completa. :

2.7. El ARREGLO EXPERIMENTAL Y SU cAi.IBRACIoN.

Para la medicidén de las densidades: optlcas de las muestras de tejido
humano y soluciones de sangre, se - instalo un sistema
espectrofotométrico de alta resolucion. (Fig. 4), gque consiste de varias
fuentes de radiacién como son los laseres de argdn (Control Laser
modelo 553 y Coherent Innova 90 modelo 1186) y de colorante (599 Dye
Laser, Rodamina 6G) , una lampara de halégeno-tungsteno, un
monocromador marca ACTON modelo AM-505, fibras opticas de cuarzo y
vidrio, fotomultiplicador RCA-1P21, fotdmetro 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
informacién. El1 método de analisis es directo ya que unicamente es
necesario introducir la solucidén de interés al instrumento para gue se
muestre el espectro resultante en el monitor en tiempo real.

La radiacién de los laseres fue conducida hasta un acoplador
léaser~fibra Jptica. Este acoplador fue disefiado y construido en el
Laboratorio de Optica Aplicada del Centro de Instrumentos [Trevinho,
C., 1990]. La funcidn del acoplador es enfocar la radiacion de los
laseres a la entrada de una fibra oéptica y transmitirla hasta 1la

muestra de interés.

La transmisidén y coleccidén de la radiacidén se hizo utilizando fibras
opticas de cuarzo de 400 y 600um de diametro del corazdén (core) Yy
"atados" de fibras o&pticas de vidrio con diamétros de 2 y 7mm. ILa
radiacidén proveniente de las fibras fue colocada a la entrada de un
monocromador, asi la luz es descompuesta en sus longitudes de onda

caracteristicas y enfocada en el plano de deteccidn.
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2.7.1. LA CALIBRACION DEL ARREGLO EXPERIMENTAL.

Para la hedicién de’:la:luz transmitida y reflejada por cada muestra
bioldgica se- conto con ‘un fotomultlpllcador y un anallzador multicanal

éptico. IR T : i R S

DEL FOTOMULTIPLICADOR

irradiancia

polarizacién fijo. La 1rru

Para determinar la respuesta de
que recibe, se mldleron los flujos 1
fotomultiplicador RCA-1P21, para dlferentes volta]es de polarizacidn
eléctrica en el intervalo de opera01on (600 900vV), colocado en 1la
rendija de salida .del monocromador. ‘Se’ ‘cambié la potencia de 1la
radiacion de los laseres de argdn (2-3W) y de colorante (0.1-1W) y se
midieron las densidades de flujo para las lineas del léser de argén y
algunas lineas del ldser de c¢olorante. Se realizaron las mismas
medidas con un detector de silicio, gque 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 radlante con la ecuacidn

siguiente (ver Apéndice B):

R e - (8)
oG

P =

donde Ic es la corriente del fotocdtodo, 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
polarizacidn eléctrica. Se graficaron los flujos del
fotomultiplicador, $(FM), contra los flujos del fotodiodo de silicio,
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" $(FD) .para. cada- longltud de onda Lastraflcas 5a 'y 56 muestran la
1as 11neas espectrales de
respwct;vamente. Los - datos

relaciodn encontrada entre las medldas par
514.5 y 496.5nm del :lase C
graficados- se muestran ]
en cada caso fue llneal
se debe al aumento de_
ganancia del fotomullpllcado

La calibracidén del monocromado = manera 51multanea a la del

fotomultiplicador, ésta se logro fljando :una linea espectral bien

conocida de una lampara de mercurio.y: se glro la rejllla de difraccidn
hasta obtener la sefial en el detector. Dgspues se coloco en ceros el
dial del monocromador hasta obtenéruel Valof de:~la longitud He onda
del haz incidente. En este caso se debe con51derar que -la lectura del
dial esta disenada para una rejllla “de’ 12001/nmu si 'se. usa‘ otra
rejilla; por ejemplo, la de 1501/mm, se multlpllca la; lectura del dlal

por 8 para obtener la longltud de onda real del haz 1nc1dente 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 espectroscépicas
en un intervalo espectral mds grande en tiempo real, se usé el

analizador multicanal optico.

DEL ANALIZADOR MULTICANAL OPTICO.

La calibracidén del analizador multicanal OJptico (0MA) fue de 1la
siguiente manera: se colocé una lampara de Hg a la entrada del
monocromador y se giréd la rejilla hasta obtener al menos dos lineas de
emision de la lampara conocidas, estas lineas se pueden observar en un
monitor. Se tomaron los numeros de los diodos en los cuales se
encontraron ubicadas cada una de las lineas y por extrapolacidén se
obtuvo la calibracién de la longitud de onda asociada cada uno de los
diodos. El1 enfogque del monocromador exactamente en la ventana de los
fotodiodos es fundamental para obtener una buena resolucidn.
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Se hicier&ri las calibraciones para las mismas rejillas de 150 y 12002/mm
se budob verificar que de 1024 diodos. del arr.eglo"rsévlo 710 son activos
y se obtuve una resolucidén de 34/diodo 'y ‘ de ‘0.38A/diodo,
respectivamente. De esta forma podemos obtener un ,inte‘rvalo espectral
aproximado 215nm con la rejilla de 150¢/mm .y ‘de 27nm . con la de,
1200¢/mm, con estas especificaciones se procedid a trabajar con 1la
rejilla de 150{/mm para obtener el mayor intexrvalo espectral posible;
el intervalo espectral en el que se trabajé fue de 380-595nm.
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CAPITULO 3
El PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL Y LOS RESULTADOS

3.1, INTRODUCCION.

En este cCapitulo se describe la medicién de las densidades épticas.f

Se muestran los resultados experimentales y se hace una comparac;on de°~

éstos con los reportados en la llteratura.

El procedimiento experimental puede d1v1d1rse en tres partes' é)’

medicién de la  densidad optlca de tejldos de” organos humanos .con. el
fotomultiplicador, b) la medlclon de -la . densidad -éptica” y 'densidad
éptica aparente de. tejldOS~ de .’ organos humanos con el ‘‘analizador
multicanal ¢éptico y ¢) la med;clon de ‘la densidad éptica en soluciones

de sangre.

Lo interesante del arreglo optico experimental usado en las
mediciones, es el uso de diferentes fuentes para radiar las muestras;
el sistema cuenta con lamparas de haldgeno-tungsteno y con laseres de
radiacién continua. Ademas, la luz es transmitida y colectada por
medio de fibras oOpticas al monocromador.

Las mediciones de las densidades épticas caracteristicas de cada
muestra, fueron hechas mediante técnicas espectrofotométricas basadas
en las medidas de transmision y reflexidén de la luz incidente.

Las primeras medidas de transmitancia y absorbancia de tejidos humanos
de higado, lengua y bazo se hicieron con el fotomultiplicador y
después se tomaron espectros con el analizador dptico multicanal (OMA)
con las mismas condiciones experimentales de los tejidos mencionados,
ademas del rifidn. La seleccidén de los tejidos para ser irradiados
fueron aquellos cuya estructura fuera lo mas homégenea posible y que
no presentaran destruccidén mecanica al ser cortados por el micrétomo

de congelacién.
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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 Anatomia Patoldgica del Hospital de Céfdlologia delf‘
CMN, Siglo XXI del IMSS, proporciond las muestras’de teJ¥ wfreééé
(higado, lengua, rifién y bazo), obtenidos para estudlo G ahi  se
practican y en colaboracién con el Laboratorio Clinlco del mismo
Hospital se obtuvieron las muestras de sangre de los. pa01entes que

diariamente son atendidos.

La preparaciodn por parE médigésidé las. muestras- de tejidos

humanos in-vitro se:hiz iguiente manera: al realizarse una

autopsia, se hace la:diseccid osiérganos de interés y los cortes

‘Estoes, se cortd un fragmento, de

precisos de los tejidgé regquerido
aproximadamente’ l.leko;Séh; le."higado, lengua, rifidn y bazo. Cada
“una " .platina especial, utilizando

fragmento fue colocado éh
"tissueteck" para lograr una buena fijacidn y congelacidn del tejido;
posteriormente se colocéd en el micrétomo de congelacion (American
Optical) a -20°C para hacer cortes finos, tratando de evitar al maximo
los artificios por desgarro ¢ plegamiento. Los cortes fueron hechos a
9,18,27,36,45 y algunas hasta 72um, ya dque cuando los cortes son nuy
gruesos se dificulta su manejo y aumentan loés artificios. En ocasiones
fue necesario repetir algunos cortes para promediar las medidas y asi
obtener valores mas precisos.

Cada una de 1los cortes de los tejidos fueron colocados en un
portaobjetos de vidrio (fabricado por Intrademic, S.A., 25X75mm y 0.90
a 1l.1lmm de espesor), se les agregd solucién salina al 9% y se
colocaron cubreobjetos de 24x24mm, los cuales se sellaron para ayudar
a la preservacion del tejido. Las miultiples reflexiones disminuyen en
las interfaces de vidrio-tejido (Fig.l) con la solucién salina, debido
al acoplamiento éptico gue existe en la interface del vidrio-soluciodn
salina (agua), dados los valores entre el indice de refraccion del
vidrio (1.53) y el agua (1.33).
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Es muy importante mantéﬁer'fias”'muestfas' frescas y evitar su

resequedad, debldo a que en 50% de perdldas de agua;, el coeficiente de
absorcidn se’ lncrementa de: un 20—50%;wen el“intervalo espectral ‘del
visible [¢11eslz, I. F. et alr;1993]
puede alterar drastlcamente sus prdpledades optlcas (Maitland, J.T. et'

al,19937.

Por' los motlvos expuestos anterlormente, todas - las muestras fueron
preparadas  en el menor tlempc p051ble. El tiempo entre la obtencidn de
las muestras de. tejldo y.:la rrad1ac1on de éstas fue en promedio de

54 horas, y de 312 horas pa

'la sangre.

El tejldo utlllzado fue de paclentes que . tenlan menos ‘de. 24 ‘horas de
haber fallecido. Todas la se - brepararon por
especialistas en’ Anatomla,patologxca” Cardlologla.

: muestras de cadaver

dican ‘que las muestras asi
pticas inalteradas por lo

Los trabajos reportados en la llterat>r
preparadas permanecen .con. sus propledades
menos 24 horas [Marche51n1, R.ket al

3.2.2. LA MEDICION DE LA DENSIDAD OPTICA'EN'TEJIDOS.
Con el fotomultiplicador.

Para la medicidn de la densidad oéptica de tejidos humanos con el
fotomultiplicador, primero, se calibré y optimizé opticamente el
sistema espectrofotométrico. Después, se fijo una longitud de onda
sobre el plano de deteccidén, y posteriormente se midié 1la
transmitancia de la luz en muestras de 9-45um de espesor de higado,
misculo y bazo. Estas muestras fueron irradiadas con las principales
lineas espectrales del laser de argén: 476.5, 488.0, 496.5 y 514.5nm y
del laser de colorante (dye R6G): 572.8, 578.2, 588.7, 599.3, 609.8 y
620.0nm. Fue necesario introducir al sistema la solucidn salina para
medir la. luz transmitida I (irradiancia inicial) y después ir
introduciendo cada una de las muestras y medir la luz que deja pasar
la muestra I (luz transmitida). Con estos datos se obtuvo 1la
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transm1tanc1a (Ec 3) vl Ec 4) ~Las mediciones de la

para cada espesor de los’ ‘diferentes tejidos
: estos resultados muestran mayor

densidad optlc obtenldo

se muestran en 1as Tablas
densidad optlca de 1OSV£éjldOS a las longitudes de onda del laser de
argon (Ver Graflca Ga—c) ‘Estas Graficas = fueron .obtenidas con 1los
valores "discretos de las longitudes de onda de los ldseres, por tal
razdén no se muestra un espectro continuo, en particular, entre 520-
570nm (longitudes de onda gue no son emitidas por los ldseres). Estas
Graficas muestran mayor densidad oéptica de los tejidos para longitudes
de onda cortas (longitudes de onda del 1éser de argén). Se puede
apreciar cémo a mayor espesor del tejido mayor densldad optica lo cual
se debe al aumento de opacidad que se tlen‘ al aumentar el espesor de

los tejidos.

! westra en: funcién del
‘‘obtuvo’-en la mayoria de
standar de aproximadamente

La relacidn entre la densldad o
espesor fue lineal - (ver Graflcas

estas rectas un coef1c1ente

0.9. Las Graflcas;en;general;lmuéstfah Unha absorbancia mayor para el

higado y menor para élvﬁéz§;55“

En las Graficas 7a-c, se muéstran 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 Sptica para el espesor de 18um se desvia de la recta seguida
por los otros espesores, esto se debe a posibles errores
experimentales en la preparacion de la muestra. Los resultados
obtenidos para el musculo de lengua (Graficas 8a y 8b) y bazo
(Graficas 9a y 9p), muestran una relacidén consistente de las medidas

de la densidad dptica con los diferentes espesores.

Se obtuvieron los valores de los coeficientes de absorcidn 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 Graficas 7-9, ya que la pendiente es directamente proporcional al
coeficiente de absorcidén total de acuerdo a la Ec.5. Los valores
obtenidos.para el higado fueron un promedio de los datos de los dos
sujetos, mientras que en el caso del musculo de lengua y del bazo,
fueron valores obtenidos para una solo sujeto (ver Tablas IITa-c). Se
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Selpuede ver] n la Tabla ITIa que

para el tejldo de hlga o. humano 2rradlado con- una longltud de onda de
514, 5nm,'ve1 coef1c1ente‘ de 'absorclon' total experimental fue de
294,0%28:.2cm 'y el” réportado “ en la' llteratpra  ‘de  30421cm™
obteniendo una diferencia 'de aproximadamente el 3.5%, dentro de 1la,
incertidumbre estimada. Para el misculo de lengua y bazo practicamente
no se encontraron datos reportados en la literatura. En la Tabla IIIb
se puede ver que para el musculo de lengua humana irradiado con la
longitud de onda de 514.5nm, el coeficiente de absorcién total
encontrado experimentalmente fue de 135.4cm™? y el reportado en 1la
literatura para misculo humano fue de 541*45cm ‘. La diferencia entre
estos valores puede deberse principalmente a que el valor reportado en
la literatura no especifica qué tipo de musculo. humano fue irradiado,

asi es que estos valores no tienen porqué ser similares.

Con el propésito de simultaneamente medir las intensidades de varias
longitudes de onda de luz a través de las muestras, fue util instalar
al sistema el analizador multicanal éptico (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 gque, con
este detector disminuye la sensibilidad en un orden de magnitud, en
comparacidén al fotomultiplicador RCA-1P21.

Con el analizador multicanal dptico.

Se instald el Analizador Multicanal Optico en la rendija de salida del
monocromador y se repitio el mismo procedimiento experimental hecho
con el fotomultiplicador. En ésta ocasidn se irradiaron los tejidos
con la lampara de haldgeno-tungsteno, con el propdsito de medir las
densidades dpticas en un intervalo espectral de longitudes de onda mas
largas. El intervalo espectral que se consideré 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 dptica y
la densidad ¢éptica aparente. :
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Para medir’la transmitanci estra se colocé ésta antes de la-

rendl]a ‘de” entrad' ] ﬁando se irradio con los laseres
1a luz fue transmltlda
sooum 'y cuando se 1rrad1

unatado (1.5 y 7mm) de’ fl ras optlcas de vidrio.

é*una fibra dptica de cuarzo de .
lampara de haldgenp-tungsteno fue con

El sistema espectrofotomét;;coj‘éé muy versatil para medir las
propiedades antes mencionadas con diferentes fuentes de radiacion. Es
decir, se puede radiar las muestras con el continuo espectral de la
lampara de haldégeno, con todas’ las longitudes de onda caracteristicas
del laser de argdn y del laser de. colorante al mismo tiempo. E1l método
de andlisis es directo, ya que tnicamente es necesario introducir la
muestra de interés, ya sea la muestra de tejido humano o la solucidn
de sangre disuelta en agua desgtilada, para que se muestre
inmediatamente en el monitor de la computadora auxiliar, la
transmisién o la reflexién de ‘los tejidos respecto a las diferentes
longitudes de onda de la luz incidente. Con la luz transmitida se
obtuvo la densidad optica (Ec.4) y con la luz reflejada la densidad
optica aparente (Ec.7) para cada muestra.

La medicidén de los espectros de transmitancia y de reflectancia, asi
como de sus respectivas densidades dépticas 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 caracteristicas,
atin tratandose del mismo tipo de tejido. Por estas razones, 1las
medidas de las propiedades OJpticas 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 higado,
lengua, rifiédn y bazo en sus distintos espesores se muestran en las
graficas 10a-104d, respectivamente. Estos espectros a diferencia de los
obtenidos con 1los laseres muestran un continuo en el intexrvalo
espectral del visible. Se puede apreciar de las Graficas que cada tipo
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460-500nm, Los resultados para el musculo de 1engua y el rlnon son ‘muy
parecidos en el amarlllo y el' rojo, sin embargo en el azul apesar de’
que ambos tienen un plco de absorc1on alrededor del 440nm, en“el rifisén
este pico es mas pronunc:.ado (ver Graficas 10b .y 10c¢). El espectro
obtenido para el bazo »(Gr'afic‘:a 10d) muestra tres picos de absorcidn
caracteristicos de la hemoglobina ; ésto se debe a que el bazo
contiene una gran cantidad de sangre. Otra caracteristica gue muestra
ésta Grafica es que cuando el espesor aumenta los picos de absorciodn
se hacen mas pronunciados y mas angostos. Esto sobresale mas en el
pico de absorcion 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 concentracién de sangre en el agua destilada.

En la Grdafica lla se puede ver la dependencia lineal entre la densidad
6ptica y el espesor del tejido de higado en las longitudes de onda de
463.9, 488.2, 514.6 y 540.0nm, tal como lo predice la Ley de Beer.
Para las longitudes de onda de 420 y 435.7nm esta relacidén no es
lineal. Esto se debe a gue en estas longitudes de onda se encuentran
los picos de absorcién caracteristicos de la hemoglobina. En las
Graficas 1lv-1ld, se muestra la misma relacidén anterior solo que para
los tejidos de misculo de lengua, rifnén y bazo.

Cabe mencionar en esta parte, que la dependencia entre la densidad
optica y los espesores de los tejidos depende en gran medida de la
longitud de onda de la radiacién.

Se observa el alto contenido de la sangre en el tejido humano, por
ejemplo, en el bazo, debido a gque algunos picos de absorbancia de
algunos tejidos coinciden con los obtenidos en la hemoglobina (ver

Grafica 13, la cual se discutird mas adelante).
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3.2.,3. LA MEDICION DE LA DENSIDAD OPTICA APARENTE EN TEJIDOS HUMANOS.

Con el analizador multicanal Jdptico.

La luz fue transmitida por un atado de fibras, para las medidas de
reflectancia con la lampara de haldgeno-tungsteno, colocados a 45° de‘
la muestra. De esta forma la luz es reflejada en su gran mayoria a 90°
de la direccidén de la luz incidente, por esta razoén la luz reflejada
fue capturada por otro manojo de fibras colocado a 90° de las fibras
con que se irradié. Los extremos de las fibras gquedaron colocados muy
cerca de la muestra y de ellas para evitar que, a causa de la apertura
numérica de las fibras dépticas los hacés de luz incidente y reflejado
divergieran mucho. Se consideraron las _apertufas nunéricas de las
fibras o6pticas de cuarzo y de vidrio, para éondpdir el maximo de luz

de los laseres y de la lampara.

Las medidas de la luz reflejada fueron para determinar la densidad
6ptica '"aparente" de 1las muestras de tejido humano en funcidén del

espesor al ser irradiadas con la lampara de haldgeno (Graficas 12a-d).

Se obtuvieron las densidades opticas aparentes, D.O.A., del higado,
misculo de lengua, rifién y bazo. Estos espectros se muestran en las
graficas 12a-12d, al irradiarse las muestras con la -~ lampara 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
mas largas (540 y 570nm), lo contrario gque se obtuvo para la
transmitancia, donde la longitud de onda de 540nm fue menor. Estos
resultados son importantes ya que se obtuvieron dos medidas opticas:
densidad Sptica y densidad dptica aparente, y ambas se complementan,

al menos cualitativamente.

Por otro lado, estos espectros de la medicidén de la densidad optica
aparente tienen mayor ruido gque los de densidad optica esto se debe al
mayor esparcimiento de la luz y a que la razdén de sefal a ruido en la
reflectancia es mucho menor que en el caso de la transmitancia, puesto
que sdolo se colecta la luz reflejada especularmente, perdiendose la

43



a'mﬁeStﬁa;‘Esﬁégéeﬁél'debe,ﬁejdrar
reflejada . con’ la’ ayuda de “una

luz | réfiéj,d
sustanc1almente
esfera 1ntegradora

3.3.'LA‘bENstAD303T" LUCIONES DE SANGRE, -

OLUCIONES DE SANGRE.

3.3.1. LA PREPARACION D

estras .de. sangre fue de . la siguiente manera:
estilada en. -un recipiente, se le agregd

La preparacioén. de. las
se colocaron 35mlde
10ul de sahgre vénos
solucion homogenea
de caras paralelas
de absorcidn . de’ la
luz transmlt;da‘ por
solucidn (I) enffg3‘
destilada (I ) d& £
(componente prlncipal de la sangre)

La razon por la cual se uséd sangre dllulda en agua destilada fue para
poder obtener las medidas de los espectros de transmisién de la luz,
debido a gque la sangre humana’ transmite debilmente la luz y se
dificulta su deteccidn. Adicionalmente, dismiﬁuye 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 dptico de la luz, caso
gque se presenta en la superficie en tubos de ensayo de forma
cilindrica. Es recomendable no tocar las paredes de la cubeta para
evitar adherirle grasa, polvo, alguna otra sustancia o rayarlas. La
precisién en la medicion de la luz transmitida depende criticamente de
las paredes de la cubeta ya que cualquier depdsito 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'defi siguiente manera:

se introdujo la cubeta. con
espactro de luz transmltlda,
vacié el contenido de la cubet ‘
u’espectro de transmisidn
““se’ repitio el mismo

solucién de sangre, se irradi
(I). Después, -se cambid
procedimiento. :

eron .para las siguientes

Las medidas de la 1luz t;éﬁém
10u£5dé sangre. Posteriormente

proporciones: 35mé de agua-destilad
se tomaron medidas de 1as solucione on’.10-80u¢ de sangre en 35m¢ de

agua destilada, para .una mlsma uestra de sangre.

Con estos datos se obtu?éfla'transmitancia debida a la hemoglobina y
posteriormente se obtuvo la ﬁensidad optica en funcidén de la longitud
de onda (ver Grafica 13). Se pueden apreciar los picos de absorbancia
en 410, 540 y 577nm. Estos son picos caracteristicos en el espectro
visible de la hemoglobina, el principal componente de la sangre. ILa
densidad o6ptica de sangre resulté mayor en el intervalo del visible
para longitudes de onda més cortas con irradiacion de la lampara de
tungsteno. En esta Grafica también se muestra el espectro de absorcidn
para diferentes cantidades de sangre (10-80u2) disueltas en la misma
cantidad de agua destilada (35m¢). Lo interesante de ésto, es ver coémo
a mayor cantidad de sangre hay mas densidad odptica, ademas se puede
apreciar como el pico de absorcidén (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 concentracién. Este mismo
comportamiento se puede ver para el espectro de absorcidn del bazo
(Grafica 10d) . Este comportamiento se debe al fendémeno de
esparcimiento que presenta la muestra.

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

con los‘'picos caracteristicos de la hemoglobina, son similares a los
reportados en la literatura [Wilson, B.C. et al, 1990].
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La variacién de la densidad optica en funcién de la concentracion de
hemoglobina en la sangre venosa desoxigenada humana, se muestra en la
Grafica 14, en donde la variacién de la concentracién de hemoglobina
es desde 11.5g/100m¢ a 16g/100m¢, aproximadamente. cCada una de las
muestras de sangre de 10uf se mezclaron con 35ml de agua destilada.
Las medidas de la densidad optica que se obtuvieron con estas muestras
se pueden ver en la Grafica 14 para las longitudes de onda de 420.0,
430.0, 440.1, 540.2 y 560.0nm. Las pendientes de las curvas cambian
hasta obtener una pendiente igual a cero, este comportamiento es
tipico de un fendmeno de saturacién de la muestra. La concentracion 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 concentracion de hemoglobina en la sangre
depende de la edad, sexo y estado de salud. del paciente. Esta
informacién es util a los médicos para hacer el diagndstico integral

del paciente.
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" “CONCLUSIONES

soluclones

hemoglobina:en.
Todas las medic
muestras in-vi

Los resultados:
aparente, péfﬁitleron

El método propuéét'
cumple con 1a,Léy*’
entre las medidas d

las muestras.

LAS DENSIDADES OPTICAS DE TEJIDOS 'HUMANOS.

Para las medicioneskdé‘IA'densidad éptica de tejidos humanos, los
resultados que se obtuvieron son muy importantes ya que muestran las
ventajas de usar un léaser de argdén 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 3.5%, dentro

de la incertidumbre estimada.
La técnica espectroscodpica propuesta permite la medicidn de las

densidades ¢pticas en la direccion Qe irradiacién de las muestras en
funcién de la longitud de onda en el intervalo espectral del visible
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interés al  arr
luz reflejada:

dpticas en muestras. bi
espectro continuo - (lamp
radiaciodn laser... :

literatura son muy : pocos,
conocimiento de estos paramet

clinicas.

DENSIDADES OPTICAS APARENTES DE TEJIDOS HUMANOS, ;

La densidad Jptica aparente es una medida de- la cantidad de 1luz
reflejada por la muestra, por ésta razon, estos espectros tienenla
forma inversa a los encontrados para la densidad optica, la cual es
una medida de la luz transmitida por la muestra. Asi que como era de
esperarse, que las longitudes de onda de la radiacién que fueron
altamente +transmitidas por cada tejido, se reflejaran en menor
proporcion. De tal forma, que las mediciones de la densidad dptica y
de la densidad oJptica aparente resultan ser complementarias en el
andlisis de las caracteristicas de los tejidos humanos, para futuras

aplicaciones de dosimetria.
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 radiacién en diferentes intervalos espectrales.
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550nm de algunos tejldos «
humanos; corresponden a’los:p:

hemoglobina.

esparcimiento que - presentan as muestras a- 1a radlaClon, .en - este

intervalo espectral

Con los resultados obtenidos, se puede decir,: que “la ley de Beer
explica muy bien el proceso de absorciodn de la luz en medios donde la
absorcidén domina el esparcimiento. Sin embargo, los tejidos bioldgicos
son altamente dispersores por su estructura, y la ley de Beer no es
completamente v&lida para muchos casos gque son radiados con varias

longitudes de onda.

Lo que se pretende con este trabajo es comenzar a analizar los
fendémenos de la interaccidn luz-tejido bioldégico de manera
cuantitativa, para futuras aplicaciones de dosimetria en el Aarea de la
Medicina. Y por supuesto, ver la posibilidad de hacer las mediciones
in=vivo, vya que las propiedades dépticas de tejido bioldégico
determinadas in vitro, difieren de los valores in vivo por encontrarse
las muestras en diferentes condiciones experimentales.

Por lo anterior es uUtil saber qué partes de las medidas in vitro
pueden ser usadas en el procedimiento de 1la investigacion de las

propiedades 6pticas in vivo.
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En trabajos futuros habra "qu _tener mayor culdado, n la con51derac1on
de los efectos de absorc:.on“y de esparc:.mlento, Yos cuales surgen de
manera 1ndepend1ente. En este caso, para colectar 'la luz esparcida por
el tejido o muestra,‘lo~récomendable es usar una esfera integradora de
luz para medir, tanto la luz transmitida como la reflejada en las tres

componentes espaciales. El1 uso de este instrumento optoelectrénico

permitird analizar las medidas con una aproximacién mas exacta de los
fendmenos gue ocurren en la interaccién de la luz con el tejido
humano. Esto permitira usar algun otro modelo de aproximacidn, como el
Modelo de Difusidn, que sea mas cercano a la realidad para obtener un

andlisis mas preciso de esta interaccidn.

Para obtener mejores resultados en.las mediciones de las densidades
épticas de las soluciones- de: ‘sangre, esnecesario trabajar con’ menores
concentraciones de hemogloblna en la. - sangre para ev:.tar llegar ‘a 1a :

saturacidn. : - Bl
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Pérdidas de luz
por reflexién

Haz incidente
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TABLA ‘Ia. Respuesta dE;l folﬂcy)nuilt‘iplicndor para
: % con uia lfrica de eiisidn caract

o (F’D)’,,

P 1 rEmy:
(W) (W) AY
100 0.85 Lo
200 2,63 |28
300 4,04 :4.5°
400 546 -

500 6797 |

600 - 8.05
700 9.33:

800 1072

900 1192

1000

TABLA Ib. Respuesta del fotomultiplicador para diferentes voltajes de polarizacién eléctrica™

con una linca de emisién caracteristica del ldser de argén.

7. =496, 5nm

V= 600volts V= 700volts V= 800voltls V= 900volis

P B (FD) | KFEM) | &b (FM) | I(FM) | D (EM) | T(FMY | & EM) | T(FM) | b (FM)
(m\V) nw) (1A) (n\W) (RA) (hW) (HA) {(n\W) (1LA) (nW)
100 0.58 0.9 0.26 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 23 0.67 7.7 0.84 22,0 1.03 52 1.16
400 2.00 3.0 0.86 100 | :1.09 27.5 1.29 66 1.48
500 2.49 3.6 1.03 12.0 1.30 34.5 1.62 83 1.86
600 2.87 4,2 12177007140 70 T2 TTa9,00 L83 e8| 2,19
700 3.29 4.8 1.38 16.0 174 | 4507 L2 1116 2,50
800 3.64 5.4 1.55 18.0 1.96 5051 2374126001 2827
900 4.00 5.8 1.67 200 2.17 55.0 2.58:777139.3] "3.12"
1000 4.33 6.4 1.84 21.5 234.°| "620° ! e IR

56




TABLA Ih Mcdxdns dc ‘las densidades éplicas de los dll‘crcnlcs cspcsorcs de’ hu,'xdo hum:mo
. con irradiacién de lllL ldser de 1r;,on y dc colomnlc

A (nm)

476.5
488.0
496.5
514.5
572.8
578.2
588.7
599.3
609.8
620.0

TABLA 1 d  ' ; ! u’crcnlcs cspcsorcs den muscu dg

rl,on y dc color'mlc

A (11‘n1) ;

476.5
488.0
496,5
5145
572.8
578.2
588.7
599.3
609.8
620.0

TABLA llc. Mcdidas de las densidades 6puc(|s de los diferentes cspesores de bitzo humano R
con irradiaci6n de luz [dscr de argdn y de colorante. L L LT

A (nm) D.O.owm D.O.usum D.O.anum D.O.cspm
476.5 0.08 0.16 0.26 031
488.0 0,07 0.16 0.27 0.29
496.5 0.09 0.15 0.27 0.30
514.5 0.08 0.13 0.27 0.28
572.8 0.05 0,10 0.20 0.22
578.2 0.09 0.11 0.18 0.20
588.7 0.05 0.08 0.16 0.16
599.3 0.05 0.10 0.17 0.20
609.8 0.04 0.07 0.17 0.18
620.0 0.04 0.08 0.15 0.18
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’I‘ABLA Mla; Conlpar1c16n de los cocI‘ ciciites de absorcidn lOldl (}u) c\pcruncnl'llcs cont xrrndmcnon dc

luz lser y los valores reportados en I3 literatura dc l)q,:t(lo humnno [Cl\com,, W. cl al,’1990).

A (nm) pe(1/cm) expenmentales e (1/em) reportados
476.5 371.8%F 26.8

488.0 330.0F 2.9 .

496.5 332.2% 358

5145 294.0 ¥ 28.2 304 F 21
572.8 2223 % 23.0

578.2 232.6F 2.6

588.7 222.3% 5.1

599,3 221.1F 9.0

609.8 2249 F10.2

620,0 ¢ 23254 5. l L
6350 1 o e e emaian ©315% 137

TABLA Illb, Comparacién de los cocficicntes de absorcién total () experimentales con irradincidn de
luz lascr y los valores reportados en Ia literatura de misculo de lengua [Chcong, W. et af, 1990]..

X (nm) pi{ lem) experimentales pu( l/em) reportados
476.5 132.9

488.0 140.6

496.5 1176

5145 1354 541 F 45*
572.8 97.1

578.2 99.7

588.7 102.2

599.3 92,0 .

G09.8 B R e

620.0 69

*Mtisculo humano.

TABLA 1II¢. Cocficicntes de absorcién total (1) experimentales con irradiacién

de luz liser de bazo humano.

X (nm) pa 1/em) experimentales
476.5 201.9
488.0 196.8
496.5 191.7
514.5 189.1
572.8 155.9
578.2 102.2
588.7 104.8
5993 132.9
609.8 1329
620.0 125.2
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Grdfica 6a. Densidad Optica de diferentes espesores de tejido
con irradiacion de luz laser.,
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Grafica 6b. Densidad dptica de diferentes espesores del tejido
con irradiacion de luz Iaser.
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Gréfica 6¢. Densidad &ptica de diferentes espesores de tejido
con Irradiacién de luz [8ser.
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DENSIDAD OPTICA
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Gréfica 7a. Medidas de densidad Sptica para diferentes sujetos
con irradiacién de luz laser de argén.
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DENSIDAD OPTICA
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Gréfica 7b. Medidas de densidad 6ptica para diferentes sujetos
con irradjacién de luz laser de argén.

70



DENSIDAD OPTICA

ABSORBANCIA
HIGADO

0.5

0.451
0.4
0.35-
0.3
0.25-

o
by

0.154
0.1
0.05+

10 20 30 40
ESPESOR (micras)

Gréfica 7c. Medidas de densidad éptica para diferentes sujetos
con irradiacién de luz |aser de colorante.
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o Gréflca 8a. Dependenc:/a de la densidad dptica con el espesor del lej/do
e con irradiacidn de luz ldser de argon.
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Gréfica 8b. Dependencia de la densidad dptica con el espesor del tejido

con irradiacion de luz ldser de colorante.
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Grdfica 9a. Dependencia de la densidad dptica con el espesor del tejido

con irradiacion ldser de argon.
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Gréfica 9b. Dependencia de la densidad 6ptica con el espesor del tejido

con irradiacion laser de colorante.
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Grdfica 10a. Densidad Gptica en funcién del espesor de un corte de higado
frradiado con lédmpara de haldgeno.

ABSORBANCIA
MUSCULO DE LENGUA
044
; | 54 micras
e
0.21
18 micras
9 micras
[} 2 T T Ly T T T e
360 400 440 480 520 560 600 640

LONGITUD DE ONDA (nm)

Grdfica 10b. Densidad Gptica en funcién del espesor de un corte de misculo
de lengua irradiado con lampara de halbgeno.
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Grdfica 10c. Densidad dptica en funcion del espesor de un corte de rifion
irradiado con ldmpara de halégeno.
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Grdfica 10d. Densidad dptica en funcién del espesor de un corte de bazo
irradiado con fampara de halégeno.
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DENSIDAD OPTICA APARENTE

HIGADO

0.1
7 B ,,,./, 63 micras
0.08-
| M‘;‘nicras
0.06-
27 micras
18 micras
0.044
9 micras
0.02
J
Q- T T —T —T T T
360 400 440 480 520 560 600 640
. LONGITUD DE ONDA (hm)
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Grafica 12b. Densidad 6ptica aparente en funcién del espesor del tejido

con irradiacién de la lampara de halbgeno.
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Gréfica 12d. Densidad 6ptica aparente en funcion del espesor del tejido
con irradiacién de la limpara de halGgeno.

79



DENSIDAD OPTICA

ABSORBANCIA
SANGRE HUMANA

0.6 ‘fr‘rl

0.5 e

0.4- e

0.2 // \ - S AN/

0.1+ f
=\

O 1 - T T T 1) T T
350 380 410 440 470 500 530 560 590 620
LONGITUD DE ONDA (nm)

Grafica 13. Espectros de absorbancia de 10 a 80 microlitros de sangre disuelta
en agua destilada en funcién de la longitud de onda.
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APENDICE A

DETERMINACION DE LA DENSIDAD OPTICA

Las muestras irradiadas, como son la sangre o los tejidos, contienen
un solvente; a la sangre se le afadié agua destilada y a los tejidos
solucidén salina. Se mididé unicamente la luz transmitida ¢ reflejada
por la sangre 6 los tejidos, segun fuera el caso.

Se considerd la densidad optica, D.O., de las muestras preparadas como
la diferencia de la dens;dad optica de las muestras preparadas (D.O. )
menos la densldad optlca del agua destllada o soluclon sallna (D.O. )

as dec1r.,

D.O.:. =

(A-1)

=" log

donde los subindices cero representan la intensidad de luz incidente en

la muestra preparada o simplemente en la solucidn.

En la Ec. A-1l se considera que la radiacidén de la fuente lumincsa es

constante, entonces los términos de Io y de Io son iguales, por 1lo
m s

tanto se pueden cancelar en la ecuacidén, resultando:

I .
s (a-2)
I

D.0. = log

Esta ecuacidn representa la densidad optica de la sangre o de los
tejidos.
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la muestra I, 1 : dad de luz ,tr'ar"';\‘srﬁitida por la muestra I.
Asi, la Ec. A-2 es representada po: N

(A-3)

En el caso de la densid i 1a V;tl:"u;a'l'_ es una_'

bor el ‘logaritmo del

or ~-‘lro"'que se
obtiene: : :

(a-4)
o para simplific'a_f
(A-5)

donde r_ es la infeﬁsn,gj al ‘solvente y r 1la

intensidad de luz ,réflé‘ja‘ | ‘el tejido).
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APENDICE B

FLUJO RADIANTE EN EL FOTOMULTIPLICADOR

Para medir la densidad Jptica de las muestras se necesita - de un
sistema fotométrico el cual determine la cantidad de luz transmitida
por la muestra. El1 sistema cuenta con un fotomultiplicador cuya
respuesta depende del voltaje de polarizacidn eléctrica y de 1la
longitud de onda de la radiacién incidente. ILos wvalores para los
diferentes voltajes de polarizacidn eléctrica en el intervalo de
operacidén de 600-900 volts, se obtuvieron para las lineas de emisidn
caracteristicas del laser de argén y algunas lineas del 1laser de
colorante. La corriente de salida del fotomultiplicador es convertida
a flujo radiante (nW) con la ecuacidn siguiente:

Ic

_ (B-1)
oG

d =

donde Ic es la corriente del fotocatodo, p la responsividad y G es la
ganancia del fotomultiplicador. - La responsividad (p) o sensitividad
absoluta (S) depende de la 1ongi€ud de onda de la radiacién (Grafica
3a, fotocatodo S4). La variacidn de la ganancia del fotomultiplicador
(dG,) depende del voltaje de 'polarizacién eléctrica de la siguiente

manera:

4G,/G=(0.7n) av, /v ' © (B-2)
siendo n el numero de dinodos, dV, es el voltaje de polarizacidén
eléctrica entre 1los dinodos, G=3,000,000 y V=1000v son valores

caracteristicos tipicos de ganancia y voltaje del fotomultiplicador
RCA-1P21 {Harrison, N.J.].
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APENDICE C

GLOSARIO Do

AUTOLISIS - Destruccion de tejidos o células pbriéddiénfdé s§s propias
enzimas. , “‘_"'%”'
CELULA '~ Unidad basica de todo organismo viyiehtg:limitada por una

membrana. -

CROMOFORO - Grupo quimico cuya presencia da un - color determinado a un
compuesto. Puede tomar colorantes cuando se une con otros grupos.

DERMIS =~ Porcidén de la piel situada por debajo de la epidermis y
formada principalmente por tejido f£ibroconectivo denso.

DISECCION - Separacién de los tejidos y 6rganos del cuerpo a lo largo
de las divisiones naturales.

EFECTO DE FOTODESCOMPOSICION - Separacion de los componentes del
cuerpo en sus principales constituyentes por el uso controlado de
rayos de luz. Lo s e

EFECTOS TFOTOTERMICOS -~ Incremento de-la-temperatura en la muestra
debido a la absorcion deeia luz)khasté’producif coagulacidn.

ENDOGENO - Que se origina en el intétidf qél"drganismo o derivado del

mismo.

EXOGENO - Que se origina- en ellektéridiidél‘éuerpo, que es debido a
una causa externa. . e ‘ e

EPIDERMIS - Capa externa de la piel constituida por epitelio plano
estratificado queratizante.

ERITROCITO - Elemento forme de la sangre de 6-8um de diametro, de
forma bicdéncava, deprovisto. de nucleo y con alto contenido de
hemoglobina.

HEMOGLOBINA - Heteroproteina de color rojo existente en 1los

eritrocitos, cuya principal funcidn es unirse al 0, para ser
transportado a los tejidos.

IRRADIANCIA -~ Es la densidad de potencia, es decir, la cantidad de
energia en unidad de tiempo, que incide sobre una superficie
dividida por el area de la superficie que esta siendo irradiada.
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PROTEINA — Molécula formada por una o mas cadenas de aminoacidos que
estdn unidos por enlaces peptidicos. Las proteinas son los

compuestos esenciales del cuerpo.
REFLECTANCIA -Es la razén de la intensidad de la luz reflejada y la

intensidad incidente sobre una superficie.
TRANSMITANCIA - Es la razdn de la intensidad de luz transmitida entre

la intensidad de luz incidente sobre una superficie.
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