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Introduccién

Los analisis sanguineos son utilizados para establecer parametros Utiles en el
diagnéstico y tratamiento de muiltiples enfermedades. Cada uno de estos parametros
depende de caracteristicas especificas de la sangre, fisicas o quimicas. Un ejemplo de
analisis que monitorea caracteristicas fisicas de la sangre es la velocidad de
sedimentacion de eritrocitos (VSE), el cual presenta la evolucion y variacion de la
reologia sanguinea con respecto al tiempo, aprovechando que la sangre se sedimenta
describiendo tres fases, una de agregacion, otra de sedimentacion rapida y otra lenta.
Las fases de sedimentaciéon varian respectos a factores diversos dependientes de
concentraciones proteicas o enzimaticas, afecciones inflamatorias, infecciosas o

tumorales, y otros factores desencadenantes de varios padecimientos.

Proponer un método 6ptico para el monitoreo de la VSE se justifica teniendo
como una de sus principales premisas la posibilidad de monitorear el proceso de
sedimentacion sanguinea y algunas caracteristicas fisicas de la sangre que afectan su

reologia.

En este trabajo se proponen tres configuraciones para monitoreo con base en
la reflectometria cerca del angulo critico, usando las variaciones que sufre un haz laser
en sus caracteristicas de transmisién por variaciones resultantes de su interaccién con
otros medios. Mediante los sistemas propuestos esperamos monitorear las fases de

sedimentacién, contenidos de hemoglobina libre en la sangre y concentracién de GR.

Al final, se espera obtener una cuantificacion de estos parametros
estableciendo una metodologia adecuada que permita encontrar la relacidn que existe

entre las caracteristicas fisicas y las propiedades épticas de la sangre.
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Capitulo 1. La sangre.

La sangre es un liquido de color rojo que circula a través de los vasos del
cuerpo (con excepcion de los linfaticos), en el sistema circulatorio (figura 1). Esta
constituida por elementos sélidos y uno liquido que es el plasma. La sangre es un
liquido cinco veces mas viscoso que el agua, y se desplaza lentamente. Su funciéon

principal es el transporte de O,, CO, y nutrientes.

Anrteria carftida

Arteria Subclavia Arteria Aorta

Vena Cava Superior i '
Arteria Humaral—®3

Vena Renal
h Arteria Aorta

Artenia Femoral

Flgura 1. Sistema circulatorio.

En condiciones naturales la sangre posee una temperatura de 37 °C, un pH
entre 7.35-7.45 y una concentracién de cloruro sédico de 3.5% similar al agua de mar,
déndole un sabor salado. Supone el 8% del peso corporal. Con un volumen de 5 a 6

litros en persona adulta sana. [1,2,3].
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La sangre, al igual que cualquier medio material es caracterizable dpticamente,
su composicion mixta, permite la diferenciacion de componentes con caracteristicas
especificas. Esto debe permitirnos monitorear variaciones reolégicas, quimicas y
fisicas, para lo cual, se deben describir las caracteristicas individuales de los

elementos constituyentes del tejido sanguineo.

1.1. Composicion del tejido sanguineo.

La sangre es un tejido compuesto por células (eritrocitos, leucocitos y
plaquetas). En una persona adulta sana, la sangre contiene un 45% en volumen de
glébulos rojos o eritrocitos (GR), glébulos blancos o leucocitos (GB) y plaquetas. El
55% restante corresponde al plasma. Tal composicion nos permite clasificarle como

medio coloide.

Figura 2. Composicion de ta sangre

1.1.1. Glébulos Rojos

De entre los 4.5 y 5.5 litros de sangre que circulan por el cuerpo humano, los
GR son el elemento mas comun en tal tejido. Su concentracion es de unos 4.5
millones en cada milimetro clbico. Tienen forma de discos redondeados, biconcavos y
con un diametro aproximado de 7,76 [pm] y 94 [um®] de volumen [4]. Estos GR son

producidos por la médula ésea (en el caso del embridn por el higado).

La vida media de un GR es de 120 dias, pasando de una etapa inicial de

alrededor de 7 dias, en los que dejan de ser célula al perder su nucleo y por lo tanto su
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ADN, envejece y al final este proceso mueren y sus elementos constituyentes
excretados al torrente sanguineo principalmente el bazo y en menor cantidad por el
higado [5].

Figura 3. Seccion transversal del eritracito. (a) ancho (b) diametro

De los componentes del GR, el principal es la hemoglobina (HG) pues
constituye el 90% de su masa total.

1.1.2. Hemoglobina

La HG es la proteina que sirve para el transporte de O, y CO,, y es
aproximadamente 600 g de la masa de los GR totales y cuando estd saturada es

capaz de transportar unos 800 ml de O,.

La HG es la responsable de Ia tincién roja que presenta la sangre ante la luz
natural. Esto se debe a que cada molécula de HG consta de 2 pares de cadenas
polipeptidicas (unién de aminoacidos-globina) y 4 grupos proteicos HEM (son grupos
proteicos que contienen cada uno un atomo de Fe). Los atomos de hierro son quienes

permiten el transporte de oxigeno.

Molécula de HEMOGLOBINA

Figura 4. E1 02 se fija al HEM.

medting.comn
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La hemoglobina reducida es hemoglobina con su hierro no asociado o no unido
al O,. Cuando cada grupo HEM se asocia con una molécula de O,, la hemoglobina
corresponde a la oxihemoglobina. Tanto en la hemoglobina como la oxihemoglobina el

hierro permanece en estado ferroso Fe*2,

Esta variacion en la concentracion de oxigeno en la HG y, por ende en los GR,
genera una variacion en la tonalidad del tejido sanguineo, de un tono rojo de la

hemoglobina a un tono azulado en la oxihemoglobina [2].

1.1.3. Plaquetas.

Las plaquetas carecen de nucleo y son pequefios fragmentos de citoplasma
gue se han desprendido de la periferia del megacariocito (célula de mayor tamafio
contenida en la médula 6sea). Su tamario suele estar entre 2 y 4 um. Permanecen en

la sangre entre 8-12 dias, para después ser destruidas en el bazo.

Las plaquetas son extremadamente fragiles y se adhieren muy faciimente a
otros cuerpos cercanos (linfocitos, eritrocitos, etc.) o se aglutinan entre ellas formando
coagulos, de todos los tamarios y formas. Rapidamente se deforman y pronto se

desintegran.

Monocito Maqo’fago Plaquetas GR
@ r » ®

_

GB

Figura® Comparacion en el tamafio de los
elementos del tejido sanguineo. Se incluyen
dos tipos de GB, para hacer m4ds sencillo
entender por que su digmetro varia tanto.

mediline.com

En estado normal las plaquetas son lanceoladas. Son poco densas y flotan en
el plasma. De su masa seca, un 60% es proteina y un 15% lipidos. Decoloran el azul
de metileno y parecen consumir oxigeno; aunque su metabolismo no se conoce muy
bien [2].



Monitoreo 6ptico de las caracteristicas fisicas de la sangre. Capitulo 1

En la coagulacién forman nudos en la red de fibrina y liberan substancias

importantes para acelerarla. Aumentan la retraccion del coagulo sanguineo

En las heridas las plaquetas aceleran la coagulacién y ademas, al aglutinarse,

obstruyen pequefos vasos y engendran substancias que los contraen.

1.1.4. Globulos Blancos

A diferencia de los GR , los GB son componentes sanguineos con nucleo; es
decir son células. Carecen de compuestos proteicos que les brinde tincién, por lo que
se les considera blancos. Poseen movilidad propia, mediante seudépodos e incluso se

pueden desplazar contra el torrente sanguineo y entre los tejidos.

Su concentracién es de alrededor de 6 mil en cada milimetro cubico que en
comparacién con los 4.5 millones de eritrocitos o las 150 mil plaquetas, es pequefa.
Por el contrario, su tamafio es de entre 10 y 30 ym, mayor a las 7 ym que promedia el

eritrocito.

Algunos GB se forman en la médula roja, otros en el tejido linfatico (de los
o6rganos que producen lifa: nutrientes, GR y GB) porque son de diferentes formas o

tipos. Hay en la sangre cinco tipos provistos de nucleo.

<

LEUCOCITO

Figura 6.
Fagocitosis bacleriana, realizade por un GB.

mediine.com
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Dos de los tipos de glébulos blancos, linfocitos y monocitos son producidos en
el tejido linfoide det bazo, el timo y los ganglios linfaticos. Los otros tres, neutréfilos,

eosindfilos y baséfilos, son producidos en la médula.

La principal funcién de los glébulos blancos es proteger al individuo contra los
microorganismos patégenos por medio del fenomeno de fagocitosis. Los neutréfilos y
monocitos por ejemplo, destruyen las bacterias invasoras ingiriéndolas. Las bacterias
fagocitadas quedan ingeridas gracias a la accion de enzimas secretadas por el mismo

glébulo.

1.1.5. Plasma

Como mencionamos, el plasma constituye el 55% del tejido sanguineo. De este
plasma, el 92% es agua, y el 8% nutrientes como glucgsa, grasas, proteinas,

vitaminas, minerales y aminoacidos necesarios para la sintesis de proteinas.

El plasma desarrolla diferentes funciones entre las que destaca la inmunitaria
(inmunoglobulinas), la hemostatica (factores de coagulacién), el transporte, la nutritiva
(vitamina A y principios inmediatos), el equilibrio iénico y la eliminacién de sustancias

de deshecho (CO, y productos del metabolismo intermediario).

<

Es un liquido amarillento cuya composicion quimica especifica varia con las

caracteristicas patolégicas del individuo.

Las principales proteinas que componen al plasma son:
Albuminas: representan mas de la mitad de las proteinas plasmaticas. De produccién
hepatica son responsables de la viscosidad de la sangre y ayudan a conservar el

balance hidrico entre los tejidos pues regula el volumen entre [a sangre.

Globulinas: de éstas el grupo mas importante son las gammaglobulinas que

intervienen en la defensa inmunitaria.
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Fibrinégeno: es una proteina de fase aguda que participa de manera especial en la

coagulacion sanguinea.

Nitrégeno no proteico: esta compuesto por sustancias que contienen N, y no son
proteinas. Son productos de desecho del metabolismo proteico que se eliminan por el

rifién. Son el &cido Urico, urea, creatinina y las sales de amonio.

Sustancias alimenticias: una vez en el tubo digestivo se descomponen los productos.
Estos pasan a la sangre para ser distribuidos a todas las células del organismo. Estos

productos son los aminoacidos, glucosa vy lipidos.

Sustancias reguladoras: son enzimas y hormonas. Las enzimas son producidas por
células del cuerpo y catalizan reacciones quimicas. Las hormonas son producidas por

las glandulas endocrinas y regulan la defensa de funciones organicas.

Electrdlitos: son iones que constituyen las sales inorganicas del plasma. Tales como:
Na, K, Ca’?, Mg*?y aniones como: P, SO™, bicarbonatos, Cl”. Estas sales mantienen
la presion osmética adecuada, regulan el pH y mantienen un balance fisiolégico

adecuado entre la sangre y los tejidos.

La totalidad de los compuestos proteicos dan al plasma su tonalidad
amarillenta y en funcion de la variacion de la misma, se puede determinar
enfermedades 0 variacion en la produccién hormonal. Otro factor que influye enla
tonalidad del plasma es la concentracion de hemogiobina, liberada por procesos de

hemodlisis (ruptura del GR que libera la HG contenida).

1.2. Manipulacién sangre.

1.2.1. Coagulacién de la sangre.

Al extraerse del cuerpo, la sangre se coagula. La coagulacion es la propiedad
de la sangre de encerrar a los GR en una red de filamentos constituidos por una
sustancia denominada fibrina. Esta sustancia no existe como tal en la sangre pero se
crea durante el proceso de la coagulacion, por la accion de la trombina, enzima que

estimula la conversion de una de las proteinas plasmaticas, el fibrindgeno en fibrina.
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La trombina no esta presente en la sangre circulante. Esta se formaa partir de la
protrombina, otra proteina plasmatica, en un proceso complejo que implica a las
plaquetas, ciertas sales de calcio y el contacto con el aire. Si existe algin déficit de
estos factores la formacion del coagulo es defectuosa. La adicion de citrato de sodio
elimina los iones de calcio de la sangre y por consiguiente previene la formacion de

coagulos [4].

L Trombina
Plagueta
Fibrina
- — ~ ,
Globuilo Adedltine Plry Enciobopecia Medin
Rojo Ittp v .rim.note o v/medline phus/spanisht

flgwra 7. Formacich de codgulos sanguineos.

Las observaciones correspondientes al estudio de las caracteristicas fisicas de
la sangre, requieren lapsos relativamente grandes, dependiendo de cada una de ellas,
por lo que la necesidad de evitar la formacion de coagulos es de gran importancia.
Otra cuestion ig1portante es que también en la coagulacion, al igual que el citrato de
sodio, existen sustancias que alteran en diferentes grados la coagulacién, como el

caso de las hormonales, por lo que al realizar este analisis es un factor a considerar.

1.2.2. Manipulaciéon de muestras sanguineas.

Al mismo tiempo que es preciso tener ciertas consideraciones en el manejo de las
muestras sanguineas para prevenir la formacion de coagulos y por ende, la variacién
en las caracteristicas 6pticas de la sangre. Las medidas de seguridad para el manejo
de muestras sanguineas toman un papel importante, tanto en seguridad de la muestra
como de quien la maneja, considerando riesgos de contagio o de otro tipo pueden

presentarse.
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Algunas de las medidas de seguridad para la manipulacién de muestras

sanguineas son:

Las muestras extraidas deben ser aimacenadas o mezcladas en recipientes de
vidrio. Todo recipiente de vidrio esta expuesto a romperse; por lo que se deben

manejar dichos recipientes con la mayor cautela evitando que se rompan.

Todo recipiente y herramienta que ha estado en contacto con la sangre
(agujas, contenedores, etc.) deben esterilizarse o desecharse, segun sea el

caso.

En caso de estar expuesto a cualquier tipo de muestras biolégicas, se debe
recurrir a revisiones periédicas, ya que esto representa un riesgo de contagio

de enfermedades virales como hepatitis, SIDA u otras.

El manejo fuera de la insercién o retiro de muestras de las agujas debe ser

con los protectores correspondientes.
Como requisito basico para el manejo de las muestras, se debera contar con el
uso de bata, guantes de latex, cubre boca y anteojos que eviten en lo posible

cualquier tipo de contacto con la muestra.

<

Un punto sumamente importante de resaltar es que el manejo de muestras

sanguineas debe observar todas las medidas contempladas en normas mexicanas e

internacionales como la NOM-003-SSA2-1993. Este listado contiene solo puntos

esenciales en el manejo de muestras sanguineas.
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1.3. Preparacioén de soluciones sanguineas.

La sangre que ha sido extraida de donadores sanos, recogiendo 3.75 ml de
sangre venosa. La muestra requiere ser mezclada con 1.25ml al 0.105 Molar (M) de
citrato trisédico amortiguado, con pH 5,5 a 5,6 que se obtiene con 84 mmol/l de

citrato trisodico con 21mmol/l de acido citrico (citrato de sodio) para lograr una

solucion de 5ml, tal que evite la formacion de coagulos.

Figura 8.

Preparacién para VSE.

Se realiza en tubos
esteriles graduados y
con tapa negra (bajo
normas ISO} en una
mezcla a 1/4 de citrato
de sodio por cada Sml
de sangre.

Las muestras son mezcladas en tubos graduados de 5ml, tapén negro, los
cuales se mantienen bajo refrigeracion durante la realizacion de las muestras, dado
que cada lectyra requiere de 0.5 ml Gnicamente. El mantener en refrigeracion las
muestras garantiza que los elementos sanguineos no sufran alteraciones, por ello,
esta temperatura de almacenamiento no debe exceder los 4 °C. Durante el monitoreo
también este factor debe estar controlado para que la temperatura no afecte la
velocidad de sedimentacion, debe mantenerse dentro del rango natural de la misma,

pues si es alta, la viscosidad se reduce, disminuyendo la resistencia al desplazamiento
de los GR e influyendo en las observaciones.

10
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Capitulo 2. Técnicas de caracterizacion fisica de la
sangre. ‘

La caracterizacion fisica de la sangre incluye mediciones diversas de acuerdo
con el comportamiento y composicion de la misma. Esta caracterizacion es llamada
también Biometria Hematica o Hemogramay que es uno de los estudios de rutina de
mayor importancia, ya que la informacién que de aqui se deriva proporciona
caracteristicas confiables que permiten determinar el estado homeostatico del

donador. Esta caracterizacién se divide en dos:

1) Férmula roja. Determina los parametros relacionados con los GR.

2) Férmula blanca. Determina los parametros relacionados con los GB.

La caracterizacion con base en los GR es mas facil de realizar por la mayor
concentracion de GR, ademas de que poseen la hemoglobina que para la
caracterizacion optica es vital pues presenta gran absorcion de la luz. Por lo anterior,
ésta sera la unica estudiada en este trabajo, lo cual no quiere decir que no sea posible

realizar un estudio 6ptico en formula blanca [6].

2.1. Caracterizacion de formula roja.

Dentro de esta caracterizacion es posible monitorear e interpretar los siguientes
parametros:
1. Velocidad de sedimentacion de eritrocitos (VSE). Es el cambio en la posicion
de los eritrocitos en funcién del tiempo dentro de un recipiente de observacion.
Se expresa en mm/h.

2. Hematocrito (Ht). Es el porcentaje de la sangre que estd compuesto por GR.

3. Hemoglobina (Hb). Determinacion de la cantidad de esta sustancia en g/dl.

11
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Todos estos parametros dependen de la concentraciéon de GR fundamentalmente,

por lo que se ven afectados por los mismos factores internos o externos, los cuales

pueden ser ajenos al estado homeostatico del donador, pero que como citamos

anteriormente, existen variaciones naturales. En la tabla 2 se muestran algunos

factores no naturales que provocan variaciones en la VSE:

_Hé'ﬁatolggicos

Factores que afectan la

reologia sanguinea
Aumento
TAnemia - ]
Macrocitosis

Aglutininas frias

[ Policictemia

Disminucién

Drepanocitosis
Microcitosis

Esferocitosis
Acantocitosis

Aumento de sales biliares

Leucocitosis

Aumento de colesterol
Fallo renal

Embarazo
Inflamacion

Neoplasia

Ingestion reciente
Congestion cardiaca
Aspirina

Antiinflamatorios no esteroideos

Inclinacion de la muestra
Heparina

Incorrecta dilucién

Aumento de temperatura en la

muestra

Vibraciones durante la prueba |
Coéagulo total o parcial
Proceso después de 4 horas

| Proteicos "Hiperfibrinogenia 7Hipoﬁfbrinogenia
Disfibrinogenemia

Aumento de globulinas (a,f y y) | Hipogammglobulinemia
Proteinas monoclonales
Heparina |
Hipoalbubinemia

Otros Fiebre Hipotermia :

« Obesidad extrema Caquexia :

htlp:/Aww.db2.doyma. es/pd/49/49v88nSupl. 6a 130537 15pdf001.paf
Tabla 2. Factores que afectan la reologia sanguinea.
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Ademéas de cambios en el volumen plasmatico, tales como estados de
deshidratacion que lo aumentan y sobre hidrataciéon que lo disminuyen, aparentando

estados anémicos de plasma.

Claramente podemos deducir que al ser variaciones que presentan resuitados
relativos, todos éstos son evaluados, dejando su interpretacién en funcion del criterio y
experiencia médica. Para esto requiere que cualquier situacién de monitoreo evalie
estos parametros y no trate de interpretarlos, pues en nuestro caso solo se usaran

para justificar la busqueda de mejores herramientas para su estimacion.

2.2. Sedimentacion sanguinea.

La velocidad de sedimentacion de eritrocitos (VSE) es una prueba de
laboratorio simple y barata de realizar y se trata de una de las mas usadas por los
médicos. La prueba mide la distancia que los eritrocitos caen después de una hora en
un tubo vertical de sangre entera mezclada con anticoagulante; por la influencia de fa

gravedad.

A finales del siglo XIX, un médico polaco, Edmund Biernacki, fue el primero que
describid la relacion entre el aumento de sedimentacion de la sangre en individuos
enfermos con el aumento de fibrinbgeno. En 1918, Robert Fahraeus relacion6 la VSE
con el embarazp. Fue Alf Westergren, en 1921, quien demostré la utilidad de la técnica
para predecir el diagnostico y seguir la evolucion de los pacientes afectados de
tuberculosis y describio ta técnica [5,6]. Una variacion de la metodologia fue publicada
por M. Wintrobe en 1935. El Comité Internacional de Estandarizacion en Hematologia
(ICSH) recomendd, en 1977, la adopcién del método de Westergren como método de

referencia y que sigue vigente en la actualidad.

Como mencionamos en el inicio de este capitulo, la VSE es un prueba
relativamente inespecifica, pero que se usa frecuentemente durante el monitoreo y
diagnostico de enfermedades. Los factores relacionados con enfermedades que
afectan la VSE son el plasma y las concentraciones de fibrigeno, ademas de la
presenciay grado de anemia. L os factores no relacionados con e nfermedades que

afectan los valores de VSE incluyen la edad,
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el sexo y terapias con medicamento. Debido a esto, es que no se admite el uso del

VSE para determinar padecimientos especificos.

Valores de VSE elevados se presentan en una gran variedad de estados
patologicos. Si la historia clinica y la inspeccion fisica sugieren procesos patolégicos

especificos, se considera apropiado el uso del VSE [7 ].

Con lo anterior, los valores altos de VSE sugieren serias enfermedades
sistemicas, (tumoraciones malignas, infecciones, cirrosis, artritis reumatoide,
tuberculosis, osteomielitis, etc.) que pueden ser detectadas solo por la historia clinica,
pero con el uso del VSE se pueden verificar sospechas sobre dichos padecimientos.

2.2.1. Método de Westergren.

El! método méas usado en el analisis de la sedimentacion sanguinea es el de
Westergren. Este método sirve para estimar la velocidad de sedimentacion de los GR
mediante la observacién de los niveles a los que caen en el transcurso de una hora en
tubos graduados en milimetros de 0 a 100 (figura 9), cuando 3.75 mi de sangre venosa
son mezclados con 1.25ml al 0.105 Molar (M) de citrato d e sodio para lograr una

solucidon de 5ml, evitando la formacion de coagulos.

8

e Aoy

=]

Figura 9. Tubos y rejillas Westergreen.
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&

Este método fue introducido por el fisico sueco Alf Vilhelm Westergren (n.1891)
en 1921 mediante un articulo sobre tuberculosis pulmonar y sanguinea. Las muestras
de sangre contenidas en los tubos deben permanecer totalmente verticales, en reposo,

pues no se debe inducir turbiedad, que altere la reologia de la muestra.

La sedimentacién ocurre en tres etapas durante una prueba de una hora, como
se esquematiza en la figura 10. Durante los primeros diez minutos forman las formas
de Rouleaux, con una lenta sedimentacion. Para los siguientes 40 minutos las células
caen rapidamente, la sedimentacioén que ocurre en este lapso es la mas importante y
mas rapida. Finalmente, durante los ditimos 10 minutos, ocurre un empaquetamiento.

Durante una hora mas, continGa con la sedimentacion [5,6,7].
De acuerdo con lo anterior podemos dividir la observacion en tres fases:
1. Fase de agregacion ( 0 — 10 min).

2. Fase de sedimentacion ( 10 — 50 min).

3. Fase de empaquetamiento ( 50 — 110 min).

formaciones de Rouleaux

sedimentaciéon
Figura 10. Fases de la sedimentacion sanguinea.
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Las velocidades de sedimentacion normales en el método de Westergren se

enlistan en la tabla 3.

Westergren
Normal: Hombre 0-10 mm/hr
Mujer 0—-15 mm/hr
Nifio 0~ 10 mm/hr

Tabla 3. Niveles normales Westergren

Niveles fuera de estos rangos se consideran anormales, sugiriendo

enfermedades o la presencia de sustancias y factores diversos.

2.2.2. Método de transmision laser.

Es un método basado en la transmisién laser a través de una muestra delgada
de sangre (figura 11). Puesto que la diferencia en la absorcién y el esparcimiento entre
el plasma y los GR es grande, la luz se atenlia fuertemente al atravesar la sangre,
registrandose la potencia maxima en los fotodetectores cuando ésta se propague

unicamente a través del plasma, el cual practicamente es transparente.

El contenedor de la muestra debe ser suficientemente delgado o grueso para
que permita la trasmision de la luz laser con sangre sin diluir. E| nivel de potencia
transmitida de la muestra es determinado por la distribucién y principalmente por la
concentracion e GR [8].

CONTENEDOR DE LA MUESTRA

FIBRA OPTICA

/\
Figura 11.Sensado de la muestra para la
determinacién de VSE por espectrometria.

Para evitar pérdidas en el acoplamiento, se usa un fotodiodo con un area muy
similar al espesor de la fibra 6ptica. La fibra recolecta la luz que se propaga en una
direccién especifica, la direccion de la luz incidente, sin la posibilidad de detectar la luz
que se ha propagado en cualquier otra direccion, producto de la interaccién con los
GR.
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Fbra Opica Cable Seilal

Figura 12. Acoplamiento para el
sensado del VSE

Oftra forma de sensar la muestra sanguinea es monitorear la energia luminosa
transmitida (transmitancia) en una muestra dentro de un tubo capilara lolargo del
mismo, como se muestra en la figura 12. Lo cual permite estimar los volimenes de

sedimentacién a diferentes lapsos.

Figura 13, Sensado de una muestre
para VSE por espectrometria usando
muestreo miittiple.

Una variacién de este método implica realizar pulsaciones en el haz laser
incidente, tales que, provoquen una vibracion en los GR debido a la absorcion y
liberacion de energfa. Estas vibraciones pueden llegar a ser perceptibles de forma
acustica y representadas por su espectro, obedeciendo a las diferentes longitudes de

onda de las vibraciones registradas. Este principio se esquematiza en la figura 13.

2.3.Hematocrito.

El hematocrito es el pdrcentaje de! volumen total de sangre compuesto de
globulos rojos. Es una medicion dependiente del tamafio y nimero de GR. Dicha
medicion sirve para estimar el nimero de glébulos rojos (GR), glébulos blancos (GB),
ademas de la cantidad total de hemoglobina en la sangre y la fraccién de la sangre

compuesta de células (hematocrito).
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La determinacion del hematocrito consiste en la centrifugacion de la muestra,
provocando un asentamiento de la masa de eritrocitos y otras particulas que la
constituyen. Actualmente, en los estudios de laboratorio, se toma un poco de la sangre
y se introduce en una maquina de centrifugacion, tal proceso impulsa las células hacia
el fondo del recipiente. La porcion celular se compara con la cantidad total de la
sangre y se expresa en porcentaje (figura 14).

De hecho, dicha porcién celular representa casi la totalidad de los glébulos
rojos, mientras que el porcentaje de glébulos blancos es muy pequefio.

Figura 14. I'ndige hematocrito, centrifugaciony estimacion
del indice.

<

2.4 Hemoglobina (HG).

Como se vio en el capitulo anterior, la HG es un compuesto proteico encargado
del transporte de O, y CO,, y ta masa total de eritrocitos de un adulto contiene unos
600g de hemoglobina capaces de transportar 800 ml de O,.

Muchos datos se obtienen a simple vista, en relacién con la coloracién de las
muestras; por ejemplo, en reposo una muestra nos permite ver el plasma, el cual debe
ser amarillento, cualquier variacion indica procesos de hembdlisis. Al agitarla en
presencia de aire, debe tomar un color rojo claro, el cual indica que la HG se ha
convertido en oxihemoglobina.
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Si la muestra tiene un color rojo cereza, el pigmento es carbo-oxihemoglobina e
indica contaminacién por CO,. Ahora, como facilmente podemos entender, el hecho de
que se pueden diferenciar tan facilmente los diferentes tipos de HG, hace posible su
caracterizacion por métodos Opticos, pues su espectro de absorcion varia

significativamente.

La cuantificacion de la HG deberia estar relacionada directamente con la
cantidad de eritrocitos, pues son los que principalmente la contienen, pero puede
variar debido a malformaciones en éstos o deficiencias en la produccion de los mismos
por la médula 6sea. Tan importantes son estas variaciones que los indices se separan
por edad y condicidon homeostaticas de los individuos ya que los eritrocitos varian sus

caracteristicas de acuerdo con este factor.

Lo anterior lleva a que los analisis de nivel de HG se basen en una
descomposicion globular para su realizacion, a fin de considerar tanto la contenida en

los glébulos como la HG libre en el plasma sanguineo.

Una forma de monitorear los niveles de hemoglobina es un analisis cromatico
de la muestra, aprovechando el contenido de hierro en la misma, por una separacion
quimica de los elementos constituyentes de la hemoglobina. Este analisis es conocido

como de cianometahemoglobina.

2.4.1. Método de hemiglobincianuro (HiCn)

Este método separa las cianometahemoglobina usando ferrocianuro potasico y
cianuro potasico en relacién (1:251) sangre-disolvente. El ferrocianuro potasico oxida
las hemoglobinas a hemiglobinas Hi (metahemoglobinas) y el cianuro potasico
proporciona los iones cianuro (Cn”) para formar hemiglobincianuro (HiCn,
cianmetahemoglobina) que tiene una absorcién maxima a una longitud de onda de 540
nm.

La capacidad de absorcién de la solucion se mide en un fotbmetro o

espectrofotometro a 540 nm y se compara con la de una solucion de HiCn estandar.
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La solucion debe ser de color amarillo claro y palido, tenerunpHde 7a 7.4y
dar una lectura de 0 cuando se miden en fotdmetros a 540 nm con relacion a un patron

de agua.

La ventaja del método del HiCn es que se miden la mayoria de las formas de
hemoglobinas (Hb, HbO,, Hi y HbCO, pero no SHb). La muestra de la prueba se
puede comparar directamente con el estandar HiCn y las lecturas se pueden hacer

segln conveniencia, gracias a la estabilidad de las muestras diluidas.

El aumento en la capacidad de absorcion no debido a hemoglobina puede estar
originado por la turbidez causada por proteinas plasmaticas anormales, hiperlipemias,
grandes leucocitos o gotitas de grasa, factores todos ellos que pueden dar lugar a un

incremento en la dispersion de luz y de la capacidad de absorcion aparente[6,9].
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Capitulo 3. Conceptos basicos.

La luz se puede entender como un flujo de fotones, donde cada uno de ellos se
puede representar como una onda electromagnética (OEM). Son capaces de
interactuar entre si, provocando fenémenos de interferencia y difraccion, o interactuar
con otras particulas, sacandolas de su estabilidad cinética y energética justificando la

concepcion del fotdon como paquete o cuanto de energia.
Los fotones son emitidos durante un cambio de nivel energético de un electrén,
provocado por absorcion de energia seguido de un decaimiento del mismo. Estos se

desplazan como una onda electromagnética con longitudes de onda muy pequenas,

del orden de fracciones de micra.

)
/\f\f\p fotén
AE
o/
Eq

AE=EF2-E1=hv

Figura15. Lafrecuencia es
directamente proporcional a
los niveles de energia.

Un fotén es una onda electromagnética, perturbacién energética que se
desplaza en tiempo y espacio. Tal energia es proporcional a la frecuencia de la onda

asociada, dada por la relacion de Planck:

Donde:
E es la energia del foton
h es la Constante de Planck

v es la frecuencia de la onda.
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Si se realiza emision de un gran numero de fotones con las mismas
caracteristicas d e longitud de onda y e nergia, éstos podran ser coherentes y viajar
como rayos paralelos, colimados, siempre y cuando el medio de transmision carezca
de elementos capaces de romper este estado. Si dicho estado se mantiene, decimos

que la luz se transmite como un haz de luz coherente.

L JAVAVAVAY N\S\)

®
fotones __, ® /NSy
M JAVAVAVAV: L AAVAVAVAN
LIAVAVAVAV
’ %
Luz caohsrente Luz difusa
Antes de una difraccion de folones Désplazandose en todas direcciones
debido a la interaccion del medio debido a la interaccion con el medio

Figura 16.Difraccion de la luz debido a la interaccidn de los
fotones con el medio de transmision.

3.1. Haz de luz laser.

3.1.1. Caracteristicas de la luz laser.

La luz laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation), mientras que
la luz ordinaria estd compuesta por muchas longitudes de onda diferentes; la luz laser
se caracteriza por tener fotones con una sola longitud de onda, lo cual le da

propiedades no presentes en otro tipo de OEM.

1. Coherencia. Al tratarse de una OEM se puede describir como una suma
(superposicion) de ondas en el tiempo, podemos concebir a la coherencia
como considerando que e stas ondas permanecen en fase a menos que las

caracteristicas del medio de transmision no lo permitan.

2. Monocromaticidad. Debido a una Gnica longitud de onda, la luz de un haz laser

solo tiene un color.
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El laser debe e stas caracteristicas al hecho de que se generadentrodeun

resonador. Este resonador es un dispositivo que establece una frecuencia p ara las

ondas luminosas que dentro de él se encuentran. Si el resonador es de muy buena

calidad, la luz laser que se obtenga estaréd muy direccionada.

Figura 17.En un resonador, los
fotones provocan la emisién de
fotones a una sola longitud de onday

—)——)—F—) frecuencia, debido al material dentro
haz de luz z del mismo. las caracteristicas de 10s
espejos limitaran la salida de
electrones a solo una longitud de
A onda, frecuencia y direccién.

e

La concepcion de la luz laser como OEM, permite situarla en region especifica

del espectro. Esta OEM es una onda transversal constituida por una combinacion de

un vector de campo eléctrico (E) y un vector de campo magnético (17 ) transversales,

los cuales transportan energia y estan oscilando en fase perpendicular a la direccién

de propagacion de la onda (z ) [10,11].

Figura 18. Onda electromagnetica

Descrita mateméticamente por: E = Ecos(k * r — ),

la cual representa una onda de luz plana y monocromatica, donde:

- 27 A
k= Tﬂk es el vector de propagacion.

r representa el vector de posicion. r =[x, y, z].

w es la velocidad angular (w = 2*1*f).
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3.1.2. Polarizacion.

Cada onda electromagnética se desplaza en una direccién dada por su vector
caracteristico k, si este vector es paralelo al vector de campo eléctrico, decimos que
se trata de una OEM con polarizacién plana y con una distribucién de intensidad

transversal a la direccidén de propagacion.

Esta polarizacién, para el caso de los sistemas laser actuales, es definida por el
mismo dispositivo. También tiene una clasificacion de acuerdo con la orientacion del

campo de polarizacion.

R

Flgura 19. La polarizacién puede ser TM o TE, dependiendo de la direccion
del vector de propagacion, y puede ser vertical u horizontal, dependiendo de la
orientacién del campo.

Pero, ain mas importante que los modos transversales, es la misma
distribucion, la ::ual hipotéticamente debiera corresponder con una distribucién plana,
con la misma intensidad en cada punto de la misma. Esto supone un frente de onda’
de longitud infinita. Lo anterior no es posible, dado que se presentan disminuciones de
amplitud radial y longitudinalmente. Pero resulta util pues, debido a las caracteristicas
repetitivas de las ondas arménicas podemos aproximar cualquier haz mediante frentes
de onda planos®. La distribucién de amplitud gaussiana® se ajusta mas a las
caracteristicas de propagacion y divergencia del laser.

' Frente de onda: Es una superficie sobre la cual una perturbacién éptica tiene fase constante.
2 Un frente de onda plano posee una distribucién de amplitud igualmente constante.
3 Se trata de un haz con frente de onda con distribucion de amplitud gaussiana.
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3.1.3. Haz gaussiano.

En muchas aplicaciones, es necesario enfocar o modificar el haz laser usando
lentes y otros elementos opticos. En general, un haz laser puede aproximarse
asumiendo que tiene un perfil de intensidad gaussiano correspondiente a un modo
(TEMyo ) del resonador [11,12].

Ef campo eléctrico en un haz gaussiano tiene una distribucion de amplitud descrita

por la siguiente expresion:

_ 2 (oot ilple)-g ) [ kG Ay (o +yT)
‘P("’y’z)‘\[; () M0RG) o) |

en donde:

w(z) es el ancho del haz en funcion de la coordenada axial.

Wy es el ancho del haz en minimo.

R(z) es la funcion que describe el radio de curvatura del haz.

®(z) es lainversion de fase de Guoy y representa la inversion igual a T que sufre el
frente de onda al pasar por la region de ancho minimo del haz. @ = tan™(z/zg) y
Zr es la distancia de Rayleigh que se analizara en las subsecciones siguientes.

xyy son las coordenadas transversales

Eje Transversal x

Eje Axial z
Figura 20. Distribucién de amplitud gaussiana de un haz léser
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Un frente de onda convergente esférico Gaussiano se hace plano en el foco,
donde tiene también una distribucién de intensidad gaussiana. Este tipo de haces, son
los Unicos cuya distribucion de amplitudes no cambia al enfocarse. Lo anterior queda

de manifiesto dado que la transformada de una gaussiana es también una gaussiana.

Este tipo de frente después de enfocarse diverge de nuevo, aun con esta
divergencia, el haz permanece siendo perfectamente simétrico, donde su plano de
simetria es el plano focal (que realmente no hay una verdadera focalizacion, vease
3.1.2.1).

3.1.3.1. Divergencia angular

El comportamiento de tipo de frente de onda en amplitud es funcién de la
coordenada transversal y de la coordenada axial (z). Es decir, su irradiancia se
distribuye de manera tal que tiene su maximo valor cuando el ancho transversal es
menor, alrededor de este punto se presenta una seudo-focalizacion, el plano

localizado en dicha seudo-focalizacién se llama cintura del haz [11,12].

eje |
transversal L
X 0 eje adal
z
Figura 21 Evolucién del ancho del haz gaussiano.
La cintura corresponde al punto cuyas coordenadas son
(xy,2=(0.0.0)
Laser and Beam Pro an end

Javier Alda
Unsveraly Compitense of Madrid, Madrid, Spain

Esta caracteristica es una de las mas importantes a considerar en sistemas que
emplean laser, pues la aproximacion de un haz laser a un rayo laser es coman y util,

pero depende de la amplitud del mismo.
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En la exponencial de la ecuacién anterior se tiene que la dependencia de Ia

amplitud y la irradiancia es:

¥(r:) « exp{_ w_(z)}

I(x,2)=¥(xz] « exp[_%(’z)}

Donde w(z) describe la evolucién a lo largo de la direccion de propagacion,
teniendo un decremento de 1/e en amplitud, o 1/e? en irradiancia con respecto a la

amplitud de propagacién en el eje de propagacion.

Al mismo tiempo que varia el frente en amplitud e irradiancia, el ancho del haz
tendra una variaciéon en ia misma direccion, esta variacion se obtiene de la distribucion
de amplitud, obteniendo la siguiente relacién [12]:

2

zA

2
7w,

a)(z)= @y 1+

Esta ecuacion nos permite montar la distribucién de irradiancia del haz gaussiano
sobre una referencia tal que el punto de seudo-focalizacion corresponda con z=0,
donde tenemds la menor variacion, es decir la minima w,. El parametro que describe

la evolucion del frente después de este valor es la cintura del haz.

Iiradiancia (normalizada)

Eje Transversal
Flgura 22, Distribucién de iradiancia (5 y
de amplitudé- =) en la cintura del haz
gaussiano. Las lineas awdliares indican
los decrementos antes citados.
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3.1.3.2. Divergencia

Para la ecuacién del ancho del haz,

2
a)(z):wo 1+[ Z{] )
o,

1]

Es interesante observar que los valores grandes de z, hacen que dicha

distribucion presente una asintota, con pendiente:

6, = tan6g, = -/1—
7w,

A esta pendiente se le da el nombre de divergencia del haz gaussiano y describe
la velocidad y tendencia con la cual el haz se propaga hacia el infinito. Al mismo
tiempo el ancho y la divergencia son parametros reciprocos. Lo mas importante de
este pardametro es que nos permite saber que grado de colimacion tiene el haz con el

que se va a trabajar (o que tan poca divergencia).
3.1.3.3. Radio de curvatura

Sise toma el término de fase de un haz gaussiano, vemos que la ecuacion

resulta exponencial y depende de la coordenada transversal x :

<

2 2
exp —iik(x )
2R(z)

Donde k es el nimero de onda y R(z) es una funcién que describe el radio de

curvatura del frente de onda de un haz Gaussiano.

Este radio de curvatura depende de z y esta dado por la siguiente expresion:

R(z)=z 1—[”:/)5]
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3.1.3.4. Distancia de Rayleigh

El ancho, la divergencia y el radio de curvatura son pardmetros que dependen

de Ay y wg. Esta dependencia puede ser descrita como:

naw;
Zp =

Este parametro es conocido como distancia de Rayleigh del haz gaussiano.
Este parametro describe el comportamiento del haz a lo largo de la distancia en la que
se propaga. Con él, es posible conocer el ancho del haz a lo largo de su transmision.

Cuando el ancho del haz a una distancia z=zr es ~[2— mas grande que en la
cintura y el radio de curvatura muestra su menor valor, Al mismo tiempo dado que
existe una relacién cuadratica con w, sabemos que cuando més grande es la cintura,
es mas grande la longitud transversal, lo cual nos da un parametro para estimar la

colimacion del haz [12].
3.1.3.5. Parametro M?

En realidad ningun haz de luz iaser es realmente gaussiano {sin embargo los laser
de Ne6n y Argon son muy aproximados). Por lo cual se considera un grado de
aproximacion a ello con un factor de calidad M cuadrada (M?). Un haz totaimente
gaussiano posee una M? = 1; y para un laser real M®>1. Para los citados laser de Ne6n
y Argén la M? esta regularmente entre 1.1 y1.3.

Los diodos laser colimados con TEMg, usualmente caen dentro de una M? de 1.1 a
1.7. En todos los casos, este factor afecta directamente | as caracteristicas del haz
laser por lo cual no puede ser ignorado en el disefio Optico en el cual esté implicado un
sistema laser [11,12]. En el caso del diodo 1aser se presentan asimetrias y se obtiene

astigmatismo, lo cual vuelve este problema mucho mas complejo.
Para los laser que trabajan a una dnica longitud de onda problemas como

aberracién cromatica no son importantes. De hecho, los fenémenos que mas importan

son la dispersién angular y la divergencia [12].
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3.2. Reflexion y refraccioén de la luz en interfases planas.

La propagacion de la luz depende de manera importante del medio de
propagacion, debido a éste se presentan en la transmision fendémenos que afectan las
caracteristicas de la misma. Dos de estos fenémenos se presentan cuando un haz de

luz pasa de un medio a otro, /a reflexion y la refraccion.

La presencia de estos fenomenos en algunos elementos es aprovechada por la
instrumentacioén optica y, su andlisis, es principalmente fundamentado en la 6ptica
geométrica usando la abstraccidon de un haz de luz como un rayo. Los elementos
principales de la instrumentacién éptica son las superficies planas y las lentes, ademas

de variaciones de éstos.

Ahora bien, para este momento entendemos que trabajaremos con haz de luz
laser y que este haz se describe mediante frentes de onda con distribuciéon de potencia
gaussiana. Conocemos las propiedades de los haces con estos frentes y que
podemos estudiarlos considerandolos planos en un instante, asi que procederemos a
analizar los fenébmenos que rodean a la propagacion dé la luz de tal manera que

podamos describir y entender arreglos opticos con tales caracteristicas.

3.2.1. Reflexion.

Cuando una onda luminosa incide sobre la superficie de separacion entre dos
medios, segun el principio de Huygens, una parte de ella se refleja. En el mejor de los
casos, el medio sobre el cual incide la onda es completamente plano, y la reflexion

sera especular, en caso contrario se tiene una reflexion difusa.

(8) (b)

Figura 23.Reflexion especular (a) y difusa (b).
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Suponiendo tnicamente superficies planas y reflexion especular, la porcion de
luz reflejada se desplaza en una direccion distinta al haz de luz que incide el medio.
Sin embargo, si se traza una normal a la superficie en el punto de incidencia (N), se
puede ver que el haz reflejado se encuentra dentro del mismo plano que el incidente,

lo que se conoce como la primera ley de la reflexion.

Por otro lado, el angulo que forma el haz incidente con N y el formado por la
misma con el haz reflejado son iguales. Este fenémeno de igualdad entre el angulo de

incidencia y el angulo de reflexion es la segunda ley de la reflexion.

haz haz
incidente M reflejado

Figura 24. Cuando un haz es reflejado,
el angulode incidencia es iguat al de
reflexion.

3.2.2. Refraccion

La parte de la luz que penetra en el medio altera su trayectoria con respecto a
la del haz incidente. Este cambio se debe principalmente a que la luz se propaga con

velocidades distintas en medios de trasmision distintos.

Que la luz se desplace con diferente velocidad en diferentes medios se debe a
la caracteristica de densidad de los mismos, asi, si un haz de luz incide con un angulo
Pinc €ntre 90° y 180° desde una sustancia menos densa a otra mas densa como es el
caso del vidrio, su direccién cambia, trasmitiéndose con un angulo @ .

N

@

5
D

Figura 25. Reflexion y refraccion.
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Lo anterior se relaciona mediante la ley de Snell, la cual establece que existe
una relacion constante entre las funciones seno de ambos angulos. Tal relacion indica
que el cociente entre el seno del dngulo incidencia @i y el seno del dngulo de
refraccion @q, es constante e igual a la relacion de las velocidades de la luz v, / v, en

ambas sustancias.
sena/senf=v,/v,

Para el caso en el que tenemos un haz de luz desplazandose en el vacio, al
incidir éste en un medio material cualquiera (isotropico idealmente), de acuerdo con la

ley de Snell:

sen q’inc CO

SenQ Vg

Donde ¢, es la velocidad de la luz en el vacio.

El indice de refraccion (IR) de un medio es el cociente entre la velocidad de la
luz en el vacio entre la velocidad de la misma en el medio. Este indice representa las

variaciones en velocidad y amplitud que sufre el haz de luz al interactuar con el medio.
ﬁ = Co/Vm

EIIR N es adimensional, por ser el cociente de dos velocidades, y es siempre
mayor que 1, en funcién de que la velocidad de la luz en el vacio es el maximo valor
posible que toma ésta. En el caso del aire, el IR se acerca a 1, ya que la velocidad de
la luz en él es aproximadamente 2.9989X10® m/s [13,14,15].

N es una magnitud compleja que depende del coeficiente de transmision del
medio a, mediante el coeficiente de extincion ke, y representa la velocidad con la que
la amplitud de la luz refractada disminuye, y al mismo tiempo la elevacion de
temperatura eh las particulas del medio por el cual se transmite. En el IR, la parte real
describe las propiedades radiativas del material, mientras que la parte imaginaria

describe las caracteristicas de absorcion de la particula
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N =n-ik,,

kex: = i
4r

El IR para medios translicidos es puramente real, suponiendo que no absorbe

al haz de luz y se representa Gnicamente por n.

Ahora si consideramos que la expresiéon del cociente entre los senos de los

angulos con los que se desplaza la luz en el vacio y el medio se puede expresar como:

1 1
v v

inc rfx

Si multiplicamos ambos términos por la velocidad de la luz en el vacio:

Co Co
——Seny,, =——Senp

Vine fx

Pero como:

CO/ Vine = Ninc
Ninc sen (pinc = Nrﬁrsen (prﬁr

Anteriormente concluimos que la velocidad de la luz en un medio depende de
la densidad del mismo, pero en la misma medida importante es ia longitud de onda

con la cual se desplazan los fotones que componen el haz de luz.

Considerando lo anterior, la magnitud N vale para haces de luz propagandose
en una longitud de onda especifica y amplitud constante. -Pero para medios no
isotropos, existe un IR efectivo, promedio de los materiales o sustancias que lo

componen.
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3.3. Instrumentacién 6ptica.

Como mencionamos al principio de la seccion 3.2, el analisis de la
instrumentacion 6ptica es fundamentado en la dptica geométrica, ésta incluye la ley de
Snell antes vista, ademas de ciertas caracteristicas de la geometria de los
componentes. Ahora bien, si lo que nos interesa es saber las variaciones en amplitud
que tienen los rayos que son sometidos a variaciones en su trayectoria se utilizaran
los coeficientes derivados de las ecuaciones de Fresnel, los cuales describen las
caracteristicas de los haces incidente, reflejado y transmitido como ondas

electromagnéticas.

3.3.1. Diafragma

En un sistema éptico se cuenta con un eje imaginario de referencia
comunmente llamado eje 6ptico, este eje se mantiene en una sola direccién a menos
que exista algin elemento capaz de desviar el haz de luz empleado, tal como un

espejo.

En el caso de que el haz de luz con el cual se trabaje sea difuso o posea una
dispersion angular lo suficientemente grande para que el angulo so6lido formado por él
exceda las dimensiones de los elementos se limita dicho 4ngulo mediante el uso de

elementos llamados diafragmas [14].

3.3.2. Prismas.

La incidencia de un haz de luz sobre una superficie plana supone reflexion y
refraccion, que son fendmenos que permiten aprovechar a las superficies planas como
herramientas de instrumentacion, mediante su uso se obtienen desviaciones o
desplazamientos laterales, asi como la descomposicién de la luz en sus colores [11].
De estas superfficies planas, las mas usadas son los prismas, que concentran las

caracteristicas antes mencionadas.
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3.3.21. Angulo critico y reflexion total interna.

Cuando un haz de luz pasa de un medio translucido a otro similar como el aire,
el agua o vidrio, con un IR menor, la refraccion siempre aumenta inversamente con el

angulo de incidencia.

"

Figura 26. [ a reflexion total intema ocurre
cuando un haz que se desplaza en un medio,
incide a otro con IR menor.

Entonces, para angulos de incidencia cercanos a 90° la refraccion
correspondiente tiende a cero y se presenta o que se conoce como reflexién total
interna y estos angulos dependen exclusivamente del indice de refraccion por lo que a
este angulo se le denomina &ngulo critico y su calculo es sencillo mediante la ley de
Snell.

Para medios no translucidos, este angulo no coincide con el antes mencionado,
ya que cuanto menos translicido sea, se aproximara a la normal. Cerca de este
angulo las variaciones en la cantidad de luz reflejada con las propiedades 6pticas del

medio externo son grandes [15].

El hecho de que se presenten cambios sustanciales en el haz transmitido,
como energia perdida por ia refraccién nos presenta un parametro facil de monitorear,
al mismo tiempo que nos requiere el disefio de circuitos de sensado suficientemente

exactos para tener mediciones confiables.
3.3.2.2. Refraccion y desviacion en un prisma.
Un prisma es un medio transparente limitado por dos caras no paralelas que
forman un angulo al cual se le llama angulo del prisma. Dado que de la misma manera

que cualquier medio, el prisma cuenta con un indice de refraccion diferente al del aire

(n=1), al hacer incidir un haz de luz sobre alguna de las caras del mismo, se
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presentaran los fendmenos de refiexion y refraccion. Lo anterior nos permite averiguar

el indice de refraccién del prisma.

"prisnm

Figura 27. Incidenciay refraccién de la luz en
una cara del prisma.

Naire S€N Bjpc = Nprsma S€N Buans

Nare = 1 sen B, = Nprsma SE€N Buans

Nprisma = MJ&Q
sen Bians

Asi mismo, el rayo continua su transmision a través del prisma, hasta incidir en
la otra cara del mismo. El angulo con el cual incide en dicha cara es dependiente del
angulo del prisma ( a ) y con él, podemos obtener el angulo con el cual ha de emerger
el haz transmitido en el prisma [13,15].

Nprsma S€N Blrans = Naire SEN eemergenle

npn’sma sen elrans =sen eemergenle

Al observar la incidencia y transmision del haz en el prisma, podemos ver que

se forma un cuadrilatero con vértices ABCD.

Naire

“prismi\

Figura 28. Relacién de dngulos respecto a la
geometria del prisma y trayectoria del haz.

36



Monitoreo 6ptico de las caracteristicas fisicas de la sangre. Capitulo 3

Los angulos ABD y ACD valen 90° por lo que:

BDC = 180° - a al mismo tiempo que BDC = Byrans + Oinc2

Del triangulo BCD se puede deducir la desviacion de los rayos dada por:

d= (einc - elrans) + (elransz - einc 2) = einc + elransz - (einc 2+ elrans.) = eInc + elrans 2-a

El angulo de desviacion del rayo dentro del prisma depende del angulo de
incidencia, del angulo emergente y del angulo del prisma. Este angulo de desviacion,

dmin € Minimo cuando el angulo de incidencia es tal que:

6 Inc = etmns 2 y dmln =2 einc -
3.3.3. Espejos

Otra superficie plana sumamente importante es el espejo. Los espejos son
superficies que idealmente no permiten la refracciéon, pero también son caracterizados

por la incapacidad de cumplir con esta suposicion.

Generalmente son superficies de cristal recubiertas de una superficie pulida de
algun metal o peliculas formadas de materiales altamente pulidos. Su comportamiento
queda definido por la ley de Snell y la refraccion que presentan se traduce en pérdidas
que dependen de la fineza del mismo, pero para nuestras aplicaciones

consideraremos que reflejan el 100 % de la luz que sobre ellos inciden.

3.3.4. Lentes

Son elementos capaces de realizar cambios en la focalizacién de un haz de
luz. Fisicamente, se trata de elementos translucidos compuestos por dos superficies
curvas. La luz al pasar por ellos sufrird dos refracciones que idealmente no generaran

pérdidas.
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Una lente posee dos centros y dos radios de curvatura, uno para cada
superficie. La linea que une ambos centros es el eje 6ptico de la lente. Los puntos de
interseccion entre el eje Optico de la lente y la superficie se llaman vértices (frontal y
anterior). El punto desde el cual se emite la luz se llama foco, y al incidir los rayos en
la lente se formara otro punto focal, sin importar si se trata de una lente convergente o

divergente.

Lemntes convergentes Lemes divergentes
1 L |
. Meni Bi n Ment
Biconvexo Plno Plano
cohwexo positivo concavo negativo

Figura 29. Tipos de Lentes.

La dnica diferencia es que cuando la luz incide del lado izquierdo, en las lentes
convergentes o positivas el punto focal se forma por convergencia en el lado derecho
de la misma lente y en las lentes divergentes o negativas no existe tal punto pero hay

un seudo foco que se ubica del lado izquierdo de la lente.

3.3.4.1. Ecuacion de las lentes (del fabricante de lentes)

Si comparado con la longitud del radio de curvatura de las superficies de la lente, el
espesor de la misma puede ser despreciado, podemos hablar de una lente delgada.
En este caso, el poder de refraccion es simplemente la suma algebraica del poder de
refraccion de cada superficie de la lente.

£

ente

=R +P,

Donde R, es el radio de curvatura
Nente €5 €l indice de refraccion del material del que esta hecha la lente
Ny es el indice de refraccion del aire
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1 1
PLenle = (nleme - nO RI R2

Que es la formula de las lentes (del fabricante de lentes).

Esta ecuacion relaciona los radios de curvatura con el poder de refraccion,
pero también es interesante conocer la relacion que existe entre la distancia focal del

lente con las distancias al objeto y a la imagen, para lo cual:

Figura 30. Relacion de distancias focales de una lente.

34 :71 » N
NN'= f\ [,

y _N y_h

Que es la ecuacion de las lentes de Newton.
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Capitulo 4.

Implementacién de sistemas experimentales.

La caracterizacion de las propiedades fisicas de la sangre por medios épticos,
requiere la implementacién de sistemas robustos capaces de entregar resultados
confiables y comprobables con otras técnicas de caracterizaciéon en uso. En esta tesis
estudiamos el potencial de la reflectometria 6ptica para la caracterizacién de sangre
sin diluir. Se proponen e implementan tres dispositivos de reflectometria laser en
configuracion de reflexién total interna, trabajando siempre en angulos de incidencia

cercanos al angulo critico.

La sangre como sabemos, es un medio coloide que tiende a sedimentarse por
estar compuesto de particulas soélidas (GR). Dado que el plasma es un medio
practicamente transparente y la HG contenida en los GR absorbe la luz visible
dandoles un color rojo intenso, es posible distinguir a simple vista la frontera e ntre
plasma simple y sangre (plasma con GR). Monitoreando la altura de esta frontera
como funcién del tiempo; es posible caracterizar la velocidad de sedimentacion. Sin
embargo, como ya dijimos el proceso de sedimentacién es un proceso complicado en
el que se definen al menos tres etapas. Seria de utilidad poder distinguir las tres

etapas del proceso de sedimentacion con un método 6ptico simple.

En el caso de un coloide, se puede definir un IR efectivo (IRef) el cual se refiere
a la propagacion de la luz “coherente” en el medio de Indice de refraccién IR [16]. En
el caso de la sangre, este IRef es igual al IR del plasma més una contribucién debida a
los GR. La contribucién de. los GR es compleja debido a que los GR esparcen y
absorben la luz, lo cual implica que la luz coherente se atenua al atravesar la sangre.
La atenuacion de luz coherente es debida tanto a la absorcién como al esparcimiento

de la luz.

La luz esparcida que sale del haz coherente se convierte en luz difusa. Debido
a que la reflectancia cerca del angulo critico es funcién de ila concentracion de GR
podemos pensar en que es funcion del IRef de la sangre. Aunque como vya se dijo la

relacién entre el IRef y la reflectancia se obtiene de un modelo de esparcimiento
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coherente y no de las relaciones de Fresnel. De cualquier manera nos referiremos a

un cambio en reflectancia como a un cambio del IR de la sangre o plasma.

4.1.Principios basicos de la reflectometria.

La reflectometria es, por principio, la técnica de medicion que cuantifica la energia
radiante reflejada por un material o superficie como funcion del angulo de incidencia o

de la longitud de onda.
En el caso de la reflexion total interna sabemos que:

1. La energia reflejada siempre sera menor o igual que la energia incidente.

2. lLa diferencia entre ambas, es la energia refractada; es decir, aquella que
se transmitio al medio externo.

3. En el caso de un medio externo absorbente y turbio, la energia total
refractada es la suma de la energia absorbida y la esparcida, mas la que

sale en forma de haz coherente.

Para una interfase plana entre dos medios homogéneos y no absorbentes, uno
de IR ny y otro de IR ny, el coeficiente de reflexion de una onda plana lineaimente

polarizada en TE o TM esta dado por las relaciones de Fresnel,

e _ M cos6, — n, cosH, ot cos8, —n, cosb,
n,cos8, +n, cosB, ’ n, cos0, +n, cosb,

donde 8, es el &ngulo de incidencia y 8, el de transmisién como se muestra en la

figura.

Flgura 31. Relacién de iradiancias en una interfaz especular.
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La reflectancia, R, estd dada por la magnitud al cuadrado del coeficiente de
reflexion R = |r|2. En una configuracion de reflexién total interna, esto es, ny > n,
éxiste un angulo critico, 8, = sin™(n,/n,), tal que, si el angulo de incidencia es mayor a
éste, la reflectancia es idénticamente uno. En este caso nos referimos a reflexion total

interna.

En la figura 32 se muestra la grafica de la reflectancia y de su derivada angular
en polarizacion TE como funcion del angulo para una interfase vidrio (n, = 1.51) -
plasma (n, = 1.345). Se puede observar que en el angulo critico hay una
discontinuidad e n la d erivada angular de la reflectancia: es infinita antes del angulo
critico y cero después de éste,

oR(8,) OR(6,)

—> © y ——

1 lg,-6; ael 0,>8,

Esto es cierto para una polarizacion TM también y para cualquier interfase
entre dos medios transparentes en configuracion de reflexion total interna. Esta
divergencia de la derivada de la reflectancia implica que la reflectancia justo antes del
angulo critico es muy sensible al IR del medio externo. Cuando el medio externo es
absorbente y / o turbio, la divergencia de la derivada desaparece y estrictamente ya no
existe- un angulo critico. Sin embargo sigue habiendo un méaximo de la derivada
angular muy marcado en un angulo de incidencia cercano alo que seriael angulo
critico si suponemos que el medio externo tiene un IR dado por su parte real

solamente [17].

12
3 20
2! s
[ & 20
08
200
a6
5 %g
04
g = 12n(8;-83) ®
02 11~ tan({8, +83) " ©
0 7] s}
T m W e w e m w w s w @ & & & 0
Angulo en grados Angulo on gradas
Reflectividad prisme-sangre  (Bc=65.589) Derivada de la Reflactividad prisma-sangra {8¢=65.569)

Figura32. Refleciancia y su derivada anguiar como funcion del dnguio de incidencia para una Interfase vidrio-plasma. Caso polarizacién TE.
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En el caso de un haz o6ptico con distribucién de amplitud gaussiana no hay
discontinuidad en el angulo critico [17]. Pero si el haz esta bien colimado, la derivada
angular de la reflectancia muestra un maximo muy pronunciado en el angulo critico. Si
el medio es turbio o absorbente el maximo en la derivada angular es menor que en el
caso de un medio externo transparente [17]. Sin embargo el maximo en la derivada
angular seguir siendo muy notorio y se mantiene una gran sensibilidad a cambios en el

IR del medio externo.

Dado que la sangre es un medio coloide y las particulas (GR) absorben luz, es
el caso de un medio turbio y absorbente a la vez. Una de las hipétesis de este trabajo
es que la turbidez de la sangre debida a la presencia de los GR en el plasma puede
ser monitoreada por reflexion de luz cerca del angulo critico en una configuraciéon de

reflexion totai interna.

La reflexion de luz de una interfase plana entre un medio homogéneo y un
medio turbio como es el caso de una interfase entre un prisma y la sangre no puede
ser descrita con los coeficientes de reflexion de Fresnel {17]. Es necesario recurrir a un
modelo de esparcimiento coherente de luz. Un modelo aproximado valido para medios
turbios “tenues” como la sangre fue propuesto y verificado experimentalmente en las
referencias [17] y [18). Este modelo hace uso de la teoria de Mie para calcular el
esparcimiento por las particulas. Aunque la Teoria de Mie se refiere a particulas
esféricas, es sabido que las particulas no esféricas se pueden aproximar como esferas
de volumen equivalente. Se ha mostrado que esta aproximacion de esfera equivalente

es valida para los GR que componen la sangre [19].

En la figura 33 se presenta una gréafica de la reflectancia de una onda plana en
polarizaciéon TE y de longitud de onda A = 0.633 um usando el modelo de
esparcimiento coherente de las referencias [17] y [18] en una interfase vidrio (n, =
1.5151) y sangre (linea continua) alrededor del angulo critico. Para la sangre
supusimos que ésta estd compuesta de plasma con IR 1.345 y volumen de 40% de

eritrocitos esféricos de radio 2.8 um e IR 1.406.

Estos parametros para la sangre son los valores promedio segun la referencia
[19] También se muestra la grafica de la reflectancia en la misma polarizacion para el
caso de una interfase vidrio-plasma. La diferencia entre las dos curvas es debida a la

presencia de los eritrocitos. De la grafica podemos observar que la contribucién de los
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eritrocitos a la reflectancia es pequefa y es necesaria una alta resolucién en la técnica

experimental.
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Figura 33. Reflectancia en una onda plana con polarizacion TE

como funcidn del angulo de incidencia, para una interfase. (- - )
vidrio-plasma, (—) vidrio-sangre.

Las oscilaciones que se alcanzan a ver en la curva para la sangre se deben en
parte a que supusimos todos los eritrocitos del mismo tamario. Estas oscilaciones se
reduciran al promediar sobre diferentes tamarios de GR como seria en el caso de la

sangre real.

4.2, Reflectometro 6ptico simple.

Sabemos que una medicion de reflectancia cerca del angulo critico en
configuracion de reflexion total interna permite registrar los cambios en el IR del medio
externo como funcién del tiempo. En el caso de medios homogéneos, estos cambios
de reflectancia se pueden deber a la dilucién de una sustancia en una fase continua en
ofra, pero para medios coloides, se pueden relacionar generalmente con procesos de

sedimentacion.

Figura 34, Seccion transversal (1) Muestra sanguinea con citrato de sodio (2)
Prisma Dove BK7 (3) Gonigmetro Giratorio de precision (4) Soporte Muestra
Interfaz.

44



Monitoreo éptico de las caracteristicas fisicas de la sangre. Capitulo 4

Este sistema consiste en un prisma (BK7) en corte Dove, montado sobre un
gonidometro de precision que permite ubicarnos alrededor del angulo critico. El
recipiente donde se deposita la sangre, es un aro de silicon sujeto entre la base del
prisma y un portaobjetos de vidrio, como se aprecia en el esquema izquierdo de la

figura 34.

Sobre €l prisma se hace incidir un haz de luz colimada, emitido por un diodo
laser Coherent IEC 80625-1 con longitud de onda de 633 nm a 1mW. El haz reflejado
es recolectado en un fotodetector de Si para su medicion (figura 35), posteriormente
se monitorea la muestra en un intervalo de una hora, de forma estatica de acuerdo con

el método de Westergreen para la sedimentacién sanguinea.

Figura 35. Reflectémetro optico simple.

La fotocorriente generada en el fotodiodo es amplificada por un amplificador de
transimpedancia y e! voltaje de salida DC se registra usando un multimetro digital
Fluke con precision de 5 digitos, el cual toma los promedios en periodos de tiempo

menores a 1 segundo.

Para tener una referencia, se hacen mediciones de reflectancia de agua
destilada, dada la composicion del plasma (92% agua). Los resultados esperados,
dependen de la diferencia en los indices de refraccion, Nagua=1.331, Npasma=1.345,

nyc=1.406, asociados a los diferentes procesos que ocurren en la sedimentacion.

Experimentalmente es dificil la ubicacion del angulo critico, pues debe
corresponder a un maximo en el cambio de la irradiancia reflejada respecto al angulo
de incidencia, debido a las propiedades coloidales de la sangre. La ubicacion del
angulo critico se realiza aproximadamente en funcion de la referencia establecida con

agua.
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Como sabemos, la VSE es Unicamente funciéon del tiempo y se realiza de
manera lenta los primeros 10 minutos, intervalo en el que los GR salen de su
estabilidad de fuerzas electrostaticas, donde tienden a repelerse, para luego
aglomerarse al salir de dicha estabilidad y agruparse en formaciones de Rouleaux
durante los 40 minutos subsecuentes. Finalmente, la VSE disminuye para continuar

durante cerca de dos horas.

Al monitorear la reologia sanguinea en funcién del tiempo, esperamos
encontrar variaciones en la reflectancia proporcionales a las etapas de sedimentacion.
Tales variaciones seran también proporcionales a cambios en el IR dentro del intervalo
de valores del plasma-HG (1.345-1.406).

Este monitoreo de la reflectometria dependera de manera importante, de la
ubicacion precisa del angulo critico, pues las variaciones en reflectancia se modifican
de acuerdo a las caracteristicas fisicas de la muestra, pudiendo presentarse
variaciones pequefas entre los IR de la sangre y el plasma, las cuales seran

dificitmente monitoreables.

Dado que en este sistema no se puede realizar un barrido angular de forma
rapida con respecto a los tiempos de sedimentacion, se utilizé otro sistema que se
presenta en la siguiente seccion. Ademas de que el hecho de girar la muestra

angularmente induce turbiedad en la muestra aiterando el proceso de sedimentacion

4.3. Reflectometro dinamico de barrido en angulo.

Una curva de reflectancia como funcion del angulo de incidencia buede arrojar
mas informacién sobre las caracteristicas fisicas de la sangre. Sin embargo, la
obtencién de la curva de reflectancia como funcién del angulo de incidencia requiere
tomar una gran cantidad de datos a la misma cantidad de angulos, es decir un barrido
angular. Pero, los coloides tienden a un estado turbio, dependiente del tiempo, por lo
cual seria conveniente obtener las curvas de tal manera que no se indujera

variaciones de tal estado.

Una manera de realizar un barrido angular rapido, es mediante el uso de un

espejo giratorio que rote el haz de luz reflejado, y luego usar una lente para enfocarlo
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hacia la muestra, para mas tarde recoger las variaciones en intensidad de la

reflectancia con un detector rapido y un osciloscopio digital.

El haz resultante de la incidencia sobre la superficie del espejo, es
redireccionado angularmente en un intervalo de casi 360°, por lo que se utiliza un

diafragma para delimitarlo, como se muestra en la figura 37.

Figura 37.Barrido angular

El sistema mostrado en la figura 38, estd compuesto de un diod [aser cuyo haz

incide en un espejo que gira con la ayuda de un motor.

El haz pasa enseguida por una lente cuyo cono de acepatncia esta limitado por
un diafragma. El diafragma esta montado sobre una lente que permite enfocar el haz,

realizando el barrido sobre la muestra y conservando fijo el angulo de incidencia.

Figura 38. Reflectémetro dinamico. (a) Motor (b) Espejo giratorio
(¢) Diafragma (d) Muestra (e) Detsctor {f) Laser {g) Gonidmetro.
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A la salida del prisma se tiene una lente donde incide el haz reflejado por la
interfase prisma sangre. Esta lente enfoca el haz haciéndolo incidir sobre la superficie
del fotodetector, en donde el transductor asociado entrega la lectura a un osciloscopio
digitai.

El osciloscopio interpreta y almacena los datos como un arreglo ordenado,
mostrando en tiempo real la curva de voltaje, proporcional a la reflectancia de la
muestra. Sin embargo, la lectura del osciloscopio, debido a la frecuencia de muestreo,
presenta voltajes instantaneos, mucho mas susceptibles al ruido eléctrico del sistema.
El instrumento usado es un osciloscopio Tektronik TDS500 que permite promediar un

numero especificado de curvas muestreadas respecto a intervalos de tiempo.

Ivan Mendoza presenta en la Ref. [18], resultados acerca de este tipo de
mediciones en barrido angular, obteniendo que existen diferencias respecto a una
referencia en barrido mecanico y un factor de correccion constante y con magnitud de

alrededor de 1%.

Con base en lo anterior, podemos considerar que las pérdidas ocasionadas por la
instrumentacion oOptica, y de medicién, seran constantes y no significativas en el

analisis cualitativo ni el cuantitativo de nuestros resultados.

4.4. Reflectometro modulado en angulo.

Los cambios en el IR como lo hemos propuesto en las técnicas anteriores, se
miden a través del monitoreo de la reflectancia con respecto al angulo de incidencia en
configuracién de reflexién total interna. Otra manera, es tomar la derivada de la
reflectancia cerca del angulo critico, donde sabemos presenta su discontinuidad y asi

midiendo el voltaje de la potencia reflejada determinar un cambio en el IR.

Lo anterior se logra modulando el angulo de incidencia, mediante un vibrador
piezoeléctrico excitado por un generador de funciones. El piezoeléctrico tiene colocado
en su placa un espejo de alto indice de reflectancia el cual, oscila a la frecuencia de la
onda eléctrica del generador, la cual sera la frecuencia resonante del oscilador, de tal
manera que se obtenga una oscilacion completamente sinusoidal, y poder darle una

amplitud suficiente para abarcar transversalmente la muestra.
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El arreglo experimental utilizado se muestra en la figura 39. Como podemos
ver, los elementos son los mismo que el la figura 38, solo que ésta vez el movimiento

del espejo estd modulado en angulo mediante un elemento piezoeléctrico.

Figura 39. Reflectdmetro modulado. (a) piezoeléctrico (b} Lente

La region que obtendremos con esta oscilacion sera lineal, y la sefial
resultante, es la sefal de oscilacion del piezoeléctrico modulada en un mensaje que

corresponde a las variaciones de reflectancia de la muestra.

La portadora oscilara alrededor del angulo critico, variando en amplitud con
respecto a él. Por lo que nuestro punto de muestreo correspondera al maximo de la
portadora (figura 40). '

Derivada de la reflectancis

_ S~ 1

§ ec Angulo ds incidencia [o]

Figura 40. Sefal registrada con el sistema modulado en éngulo.
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Esta sefial corresponde a la derivada de la reflectancia en el material, y sera
registrada p or el osciloscopio a fin de localizar el valor maximo que corresponde al
angulo critico. Este valor maximo podria permitir monitorear variaciones en las
caracteristicas fisicas de la sangre en tiempo real, pero nuestro objetivo principal al
usar esta técnica, es el monitoreo de la sedimentacién con respecto al tiempo. El
monitoreo de la reflectancia respecto al tiempo se lograra usando un multimetro,

exactamente de la misma manera que en el monitoreo con el reflectdmetro simple.

La localizacion del angulo de esta manera, ai mismo tiempo de no necesitar un
ajuste mecanico es mas precisa, pues no necesitaremos realizar mediciones
completas para saber si estamos 0 no ante una sefal correspondiente a un monitoreo

cercano al angulo critico.
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Capitulo 5.

Resultados y Conclusiones

Considerando que esta tesis propone técnicas de analisis sanguineo y que se
busca evaluar cualitativamente su potencial, por lo que en este capitulo presentamos

algunos resultados y la interpretacion de los mismos.

Si bien los tres sistemas implementados en esta tesis estan fundamentados en

los mismos principios, cada uno de ellos presenta diferentes limitaciones.

5.1 Monitoreo de la reflectancia cerca del angulo critico.

Cada uno de las sustancias presentes en tejido sanguineo presentan
caracteristicas oOpticas diferentes debido a la concentracién de GR. Una de estas

caracteristicas, es una marcada diferencia en el indice de refraccion.

Figura 41. Reflectometro Optico

Mediante el uso del reflectometro ptico propuesto, hemos monitoreado este
proceso, de acuerdo con los tiempos establecidos por el método de Westergreen,

obteniéndose las siguientes gréficas.
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Figura 42. Variacion de la Reflectancia alrededor del éngulo critico.

En la grafica 42 se muestran los resultados obtenidos al hacer un barrido en
altura de una muestra completamente sedimentada, después de 2 horas. Se observa
la diferencia que hay entre el voltaje, proporcional a la irradiancia que tenemos antes,

después y cerca del angulo critico.

Cuando hemos logrado incidir a un angulo cerca del angulo critico, la
diferencia en reflectancia de la sangre respecto al plasma se registra como un
aumento en la irradiancia sensada pero, en las curvas superior e inferior vemos
también el efecto que produce una variacién en cuanto a dicho angulo. Estas curvas
superior e inferior tienen variaciones insignificantes respecto a las obtenidas cerca del

angulo critico, a pesar de ser angulos apenas con un grado de diferencia.

En estas mediciones, el angulo escogido como critico depende de una
apreciacion de las variaciones observadas. Este angulo fue ajustado mecéanicamente
usando este criterio como referencia. Lo anterior infiere un error muy grande,
comprobado por el gran numero de mediciones que fueron necgsarias para obtener
solo dos curvas que permitieron ver este comportamiento de forma relativamente

clara, de las cuales se presenta Unicamente la que tuvo una mayor variacion.
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Al mismo tiempo, después de establecer un angulo cercano al critico, se realizo
un monitoreo contra el tiempo, en intervalos de un segundo, de la variacién en
reflectancia debido a la VSE de la sangre, observando, figura 43, que el ruido presente
es grande, y en ocasiones comparable con la magnitud de las variaciones de
reflectancia, pero al mismo tiempo permite ver que se trabajd enun angulonotan

cercano al critico.
VSE
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Figura 43. VSE con el reflectometro optico.

Las variaciones de IR aunque pequefias, son vistas como incrementos de la
sefial, permitiendo observar un aumento inicial durante los primeros diez minutos, el
cual obedece a las formaciones de Rouleaux. En los minutos siguientes minutos se
observa el cambio en la reflectancia, el cual conserva un comportamiento ascendente
correspondiente a la fase en la que las particulas de mayores dimensiones (GR) se
han sedimentado totalmente.

Varlacién de la reflectancia con el iempo (SEDIMENTACION)
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Figura 44. Monitoreo de la reflectancia a intervalos de 1min
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El comportamiento descrito, se monitoreo también en la figura 44, registrando
las variaciones de reflectancia cada minuto, a fin de tener una curva de reflectancia
libre de ruido. En esta graficas el comportamiento es mas definido debido a que en
base a los experimentos anteriores, la ubicacion del angulo critico mejoro,
permitiendonos una discriminacion clara de las etapas de sedimentacion anteriormente

descritas.

La diferericia en cuanto a la variacién de amplitud de la reflectancia entre las
graficas mostradas es facilimente perceptible, lo cual, lejos de indicar que nuestros
experimentos ¢ ontienert resultados i mprecisos justifica la necesidad de implementar
una técnica que nos brinde la posibilidad de establecer de manera precisa el angulo

critico.

5.2 Reflectometria de barrido angular.

Una de las ventajas al caracterizar opticamente la sangre, es la de asegurar
que permanecera en total reposo. Debido a que, como sabemos, se trata de un liquido
coloide cuyo proceso de sedimentacion ofrece varias fases de interés. Pero que

facilmente se vuelve turbio y cambia su comportamiento reolégico.

Figura 46. Reflectometro de barrido angular.
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El establecimiento de una referencia sobre el angulo al cual se debe monitorear
el proceso de sedimentacion, mejorara las observaciones acerca de dicho proceso. En
este caso, la reflectometria de barrido angular permite realizar monitoreo en tiempo
real de la reflectancia de los medios en estudio, entregandonos la referencia buscada
como una curva de la derivada de la reflectancia contra el &ngulo de incidencia. Pero
no Unicamente nos o frece e ste d ato, sino que también en e sta curva podemos ver
variaciones en la concentracion de HG en la sangre, aprovechando que al tratarse de
un medio coloide que esparce la luz, la ruptura de GR liberarda HG en el plasma,
promoviendo una absorcion reflejada como una variacion en el IR real del mismo, y

por ende una variacién mayor en la reflectancia.

La manera en la que se infieren cambios en la concentracion de HG es la
hemadilisis, porfo que en la figura 47 se han registrado graficas correspondientes al
plasma y sangre completa, donde se indujeron procesos de hemélisis en diferentes

grados.
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Figura 47. Reflectancia de una muestra de sangre.

con procesos de hemdlisis inducidos.
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En la figura 47, podemos ver que existe una variacion neta en la concentracion
de HG libre en el plasma al inducir hemdlisis, lo que se ve como un desplazamiento en
la curva de reflectancia. Estas variaciones si bien en este momento seria dificil
cuantificar de manera precisa, dejan claro que es tangible monitorear estos
parametros. Al mismo tiempo de que nos entregan un valor angular de la zona en la

cual la curva de reflectancia tiene su mayor variacion, el angulo critico.

Los resultados obtenidos muestran una la sensibilidad de la técnica de
reflectometria en configuracion de reflexion interna que nos deja claro también que las
particulas contenidas en la sangre esparcen fuertemente la luz coherente que sobre
ellas incide, mostrandose como una diferencia angular menor en la ubicacion del
angulo critico que la esperada tedricamente en funcién de los IR reales. Esta
diferencia de angulo critico entre el plasma y la HG es de 6.5°, y vemos que en la
gréfica 47 esta diferencia es apenas de un grado, debido a las caracteristicas fisicas
de los GR.

La referencia angular practica establecida para el plasma y la sangre, nos
permite ubicar un angulo cercano al punto en que la curva correspondiente a la
derivada de la reflectancia tiene su valor maximo. Al mismo tiempo, nos ofrece la
posibilidad d e estimar niveles de concentracion de HG libre enla sangre y aunque
para esta tesis es un tema que queda fuera de alcance, justifica de manera clara un

estudio posterior que permita determinar dicho parametro.

5.3. Monitoreo de la sedimentacion usando la reflectometria
modulada en angulo.

Como sabemos, al tomar la derivada de reflectividad cerca del angulo critico y
medir el voltaje proporcional, tendremos oportunidad de detectar tanto cambios en
amplitud de la potencia reflejada, como variaciones en los angulos de maéxima

reflectancia y, por ende, del IR.
Fundamentado en la necesidad de un sistema que permita el monitoreo en que la

muestra permanezca estatica, este sistema e ntrega una sefial de AC que contiene

tanto la informacion acerca de los procesos que se realizan dentro de la muestra, asi
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como también nos da la oportunidad de ubicarnos solamente en el punto de interés

para nuestras mediciones.

Voltaje proporcional a la primera derivada de la reflectivided regpecto al angulo de
incidencia
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Figura 48

La figura 48 muestra el voltaje proporcional a la primera derivada de la
reflectividad, después de localizar el anguio en el cual la portadora de la senal
modulada es maxima, se pudo monitorear las variaciones en la reflectancia alrededor
del angulo critico. La variacién en la sefial AC muestra un cambio en fa concentracion
de GR en la zona monitoreada, donde se puede ver la aparicion de las formaciones de
Rouleax pero, debido a la disminucion en la VSE se observa una pendiente negativa
durante el resto del proceso.

Para el andlisis de VSE es mas complicado el analisis de las curva de AC de la
derivada de reflectancia de la sargre, pero este sistema nos ofrece la posibilidad de
un monitoreo de DC, idéntico al que se realizé con el reflectémetro 6ptico simple.
Lamentablemente por falta de tiempo y disponibilidad en las muestras sanguineas no
se presenta una graficas correspondiente a este monitoreo, pero de acuerdo a los

resultados hasta aqui obtenidos, se justifica esta técnica como viable en la
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determinacién del angulo critico, y obtencién de las caracteristicas del proceso de
sedimentacion.

Finaimente, en la figura 49 se observa la graficas del ruido presente en el
proceso de monitoreo, lo que nosotros consideramos como inherente, aunque p ara
experimentos relacionados posteriores debiera ser compensado o corregido, muestra
una sefial grande, pero que permite observar el comportamiento del proceso de
sedimentacién, de acuerdo a las variaciones registradas mediante el uso del
reflectometro simple.
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Figura 49. Amplitud del ruido en el reflectdmetro modulado.

Existen diversas técnicas incluidas en la adquisicion de datos orientadas a la
disminucion o parcial supresion de el ruido de las sefales obtenidas. Sin embargo
debido-a las mismas caracteristicas de esta tesis bastara comentar que este sistema
es susceptible de mejoras en cuanto a correccion de ruido e implementacion, pero
establece que existe variaciones suficientes en la reflectancia de la sangre tal que

permite el monitoreo de algunos procesos fisicos que en ella ocurren.
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5.4. Conclusiones.

De los resultados mostrados en las secciones anteriores se desprenden las
siguientes conclusiones. En esta tesis se verifico que es posible monitorear las
caracteristicas fisicas de la sangre por reflexiéon de luz en el angulo critico enuna
configuracion de reflexion interna, en particular se obtuvo evidencia clara de que es
posible monitorear la sedimentacion de ésta. Aparentemente es posible distinguir las
diferentes etapas del proceso de sedimentaciéon lo que ofrece una ventaja clara
respecto al monitoreo de la frontera entre plasma y sangre que realizan los equipos

optoelectronicos actuales.

Adicionalmente se mostré que se puede cuantificar la concentraciéon de HG en

el plasma lo cual podria ser un indicativo practico de un proceso de hemolisis.

Se implementaron tres sistemas de reflectometria laser para el monitoreo de

caracteristicas fisicas de la sangre, permitiéndonos concluir que:

1. La sensibilidad del sistema 6ptico de medicion depende principaimente de que
tan cercano es al angulo de incidencia al angulo critico de la interfase vidrio-
plasma. El reflectometro optico simple, es muy preciso en el monitoreo de la
reflectancia, pero la dificultad de ubicar el angulo critico, en particular en

medios coloidales como la sangre, resulta en una baja reproducibilidad.

2. Si bien el cambio en la reflectancia de la sangre respecto al plasma en el
angulo critico es grande, un pequefio error en el angulo de incidencia resulta

en una sensibilidad mucho menor.

3. La reflectometria de angulo dindmico es una herramienta nueva que se
encuentra en desarrollo y permitira el monitoreo de cambios en los parametros
6pticos de la sangre durante procesos que en ella se indug:en. Sin embargo la
resolucion que ofrece en los valores de la reflectancia es mucho menor con los

otros reflectdmetros estudiados.
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4. Por las razones antes expuestas, la reflectometria modulada es, claramente la
mejor herramienta para el monitoreo de la sedimentacion sanguinea, pues
ofrece la oportunidad de ubicar el angulo critico mediante un valor de amplitud
facilmente medible. Lo anterior hace que los resultados experimentales

obtenidos mediante el uso de esta técnica sean faciimente reproducibles.

En resumen, la propuesta que se deriva de éste trabajo para el monitoreo optico
de procesos en sangre es emplear un reflectometro de modulacién en angulo. La
sefial AC del sistema nos permite ubicar el angulo critico con precision y

reproducibilidad.

Hay que recordar que éste puede ser diferente para diferentes muestras de sangre
ya que el IR del plasma puede ser diferente debido a variaciones en la concentracion
de glucosa o de diferentes proteinas que se encuentran en solucion. Una vez
localizado el angulo critico es mas conveniente monitorear la sefial DC, la cual es
proporcional a la reflectancia, como funcién del tiempo. La razén es que el cambio en
la reflectancia en el angulo critico es mucho mas grande (hasta de 400%) que la

variacion de la sefial AC (del orden de 1%).

Por otro lado la sefial a ruido en la medicion de una sefial DC es mejor que para la

senal AC, como fue mostrado con el reflectometro 6ptico simple.
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Conclusiones.

De los resultados mostrados en las secciones anteriores se desprenden las
siguientes conclusiones. En esta tesis se verific6 que es posible monitorear las
caracteristicas fisicas de la sangre por reflexién de luz en el angulo critico enuna
configuracion de reflexién interna, en particular se obtuvo evidencia clara de que es
posible monitorear la sedimentacion de ésta. Aparentemente es posible distinguir las
diferentes etapas del proceso de sedimentacion lo que ofrece una ventaja clara
respecto al monitoreo de la frontera entre plasma y sangre que realizan los equipos

optoelectronicos actuales.

Adicionalmente se mostré que se puede cuantificar la concentracién de HG en

el plasma lo cual podria ser un indicativo practico de un proceso de hemdlisis.

Se implementaron tres sistemas de reflectometria laser para el monitoreo de

caracteristicas fisicas de la sangre, permitiéndonos concluir que:

1. La sensibilidad del sistema 6ptico de mediciéon depende principalmente de que
tan cercano es al angulo de incidencia al angulo critico de la interfase vidrio-
plasma. El reflectometro 6ptico simple, es muy preciso en el monitoreo de la
reflectancia, pero la dificultad de ubicar el angulo critico, en particular en

medios coloidales como la sangre, resulta en una baja reproducibilidad.

2. Si bien el cambio en la reflectancia de la sangre respecto al plasma en el
angulo critico es grande, un pequefio error en el angulo de incidencia resulta

en una sensibilidad mucho menor.

3. La reflectometria de &ngulo dindmico es una herramienta nueva que se
encuentra en desarrollo y permitira el monitoreo de cambios en los parametros
opticos de la sangre durante procesos que en elia se inducen. Sin embargo la
resolucion que ofrece en los valores de la reflectancia es mucho menor con los

otros reflectébmetros estudiados.
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4. Por las razones antes expuestas, la reflectometria modulada es, claramente la
mejor herramienta para el monitoreo de la sedimentaciéon sanguinea, pues
ofrece la oportunidad de ubicar el angulo critico mediante un valor de amplitud
faciimente medible. Lo anterior hace que los resultados experimentales

obtenidos mediante el uso de esta técnica sean faciimente reproducibles.

En resumen, la propuesta que se deriva de éste trabajo para el monitoreo 6ptico
de procesos en sangre es emplear un reflectometro d e modulacién en angulo. La
sefal AC del sistema nos permite ubicar el éangulo critico con precision y

reproducibilidad.

Hay que recordar que éste puede ser diferente para diferentes muestras de sangre
ya que el iR del plasma puede ser diferente debido a variaciones en la concentracion
de glucosa o de diferentes proteinas que se encuentran en solucién. Una vez
localizado el angulo critico es mas conveniente monitorear la sefial DC, la cual es
proporcional a la reflectancia como funcion del tiempo. La razén es que el cambio en la
reflectancia en el angulo critico es mucho mas grande (hasta de 400%) que la

variacion de la sefial AC (del orden de 1%).

Por otro lado la senal a ruido en la medicion de una sefal DC es mejor que para la
sefial AC, como fue mostrado con el reflectémetro dptico simple. Lo que nos permite
decir, que a pesar de no ser del todo concluyentes, los resultados obtenidos permiten
esbozar una buena técnica de monitoreo 6 ptico de procesos y caracteristicas de la

sangre.
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