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RESUMEN

En este trabajo se presenta un arreglo experimental éptico y la metodologia
empleada para medir el patron de esparcimiento producido por una monocapa
de células sanguineas. Se describe una técnica simple para obtener la imagen
de la proyeccion de la luz esparcida en una pantalla. El procesamiento de la
imagen del esparcimiento se realiza utilizando un programa escrito en MATLAB,
el cual permite determinar la morfologia y tamano de éstas. Para describir el
esparcimiento de la monocapa, asi como obtener un patrén tedrico y el perfil de
intensidad caracteristico para cada muestra, se utilizé un modelo matematico

basado en la Aproximacion de Difraccion Anémala (ADA).

La motivacién de este trabajo es proponer técnicas de prediagndéstico médico
simples, con el potencial de desarrollar instrumentos portatiles para el monitoreo
en casa del estado de células sanguineas de un paciente, durante el tratamiento

y recuperacion de distintas patologias.

Para demostrar la viabilidad de la técnica propuesta, se presentan los
resultados del patron de esparcimiento de monocapas de: 1) particulas de
poliestireno rojas con 10 um y 5 um de diametro y 2) células de eritrocitos de
donadores sanos con diametro de 8 um y eritrocitos de pacientes con diagnostico
de anemia con un diametro aproximado de 6 um; proporcionados por el
Laboratorio de Hematologia del Hospital General de México “Dr. Eduardo

Liceaga”.

Debido a que los eritrocitos contienen en su interior moléculas de
hemoglobina, las cuales funcionan como cromdéforos absorbedores vy
esparcidores de luz, pueden producir un patrén de esparcimiento al hacerles
incidir un haz de luz con una longitud de onda cuando son depositados en
monocapa. Considerando que son células bicéncavas de dimensiones de 6 a
9 um, pueden determinarse patologias a partir de alteraciones en su tamafo y
forma, tales como: anisocitosis (combinacion de eritrocitos grandes y pequefios),

microcitosis (eritrocitos mas pequefios de lo normal menores a 6 um) y



macrocitosis (eritrocitos mas grandes de lo normal, mayores a 9 um). Este tipo
de patologias podrian ser prediagnosticadas y llevar un monitoreo a partir de los
patrones de esparcimiento de una monocapa de eritrocitos. Por esta razén es
importante estudiar el patron de esparcimiento de monocapas de eritrocitos. En
esta tesis se buscd una correlacion entre este patrén observado y patologias
como la anemia, especificamente en este trabajo nos enfocamos en la anemia

ferropénica.



1 INTRODUCCION

La interaccién de la luz con materiales complejos, depende de la
microestructura y forma macroscépica del material [1-3], por lo que la luz
esparcida en un material complejo con forma macroscopica simple y conocida,
da informacién sobre su microestructura interna. El proponer metodologias que
usen la interaccion de la luz como sensor, actuando en tejidos biolégicos para
obtener informacion sobre las células abre una ventana para las aplicaciones a

la biomedicina.

A pesar de los grandes avances tecnologicos relacionados con el analisis en
sangre, el método de frotis o extendido de sangre y su inspeccion visual bajo el
microscopio, sigue siendo el estandar de oro para la evaluacion de distintas
condiciones hematologicas de las células sanguineas, con este método se
puede observar alteraciones relacionadas con la morfologia de los
constituyentes de la sangre como, por ejemplo: eritrocitos, leucocitos y plaquetas
[4-6].

Una técnica muy utilizada en la actualidad para el estudio de células basada en
fendmenos opticos, como el fendmeno de esparcimiento de la luz, es el citdbmetro
de flujo. Con esta técnica es posible determinar el tamafio de la célula y la
concentracion de la hemoglobina, para distinguir entre eritrocitos sanos y los que
presenten patologias que cambian su morfologia. Debido a que la sefial de
esparcimiento esta relacionada con el angulo de esparcimiento, se puede
asociar facilmente con el tamano y la morfologia de los objetos esparcidores, en
este caso con el tamafio y forma de los eritrocitos, por lo tanto, para estudiar este
tipo de sistemas es importante desarrollar modelos tedricos que los describan y

puedan complementase con el analisis experimental [7,8].

La importancia de desarrollar sistemas O6pticos en los cuales se pueda
profundizar, ampliar y sistematizar el estudio del esparcimiento de luz para

analisis de células, en este caso en monocapa, para el prediagnostico médico,
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es de sumo interés para la realizacion de este trabajo. Asi como desarrollar
nuevas tecnologias y generar un nuevo conocimiento en la adquisicion y analisis

del patron de esparcimiento.

1.1. ANTECEDENTES Y MOTIVACION.

En las referencias [9, 10] se mostré que la transmision de luz colimada a través
de una monocapa desordenada de particulas de didxido de titanio y alumina
polidispersa depositadas en un portaobjetos de vidrio, puede dar informacion de
la morfologia y composicion de las mismas. En particular, en la referencia [10]
se estudié el caso especifico de una monocapa de particulas desordenadas
analogas a células bioldgicas, sobre una superficie plana. Sin embargo, en esos
trabajos solo se considero la luz transmitida colimada, también conocida como
la componente coherente de la luz esparcida. No se analiz6 el caso de la luz
difractada o esparcida por una monocapa para obtener la informacién de la
morfologia promedio de las particulas. Teniendo el caso de una monocapa de
células donde la luz esparcida esta confinada a un cono, con un angulo de
abertura pequefo; tipicamente del orden de unos cuantos grados, hace que la
medicion del patrén de la luz esparcida sea relativamente sencilla. Se han
reportado varios trabajos en los que se mide la luz esparcida por eritrocitos en
suspension (ver por ejemplo [11-14]). No conocemos trabajos en los que se haya
caracterizado la morfologia de células sanguineas depositadas al azar en una
monocapa y que a partir de la luz esparcida por la monocapa se obtenga
conocimiento de su morfologia. En este trabajo se propone una técnica para
evaluar parametros promedio de la morfologia de células sanguineas por
esparcimiento de luz en una monocapa aleatoria como herramienta auxiliar para
el prediagndstico médico haciendo uso de un haz de luz. Nuestra visiéon o una
camara CMOS (semiconductor de oxido metalico complementario) de un
teléfono celular, pueden funcionar como un sensor Optico simple para la
evaluacion del patrén del patron de esparcimiento de una monocapa de
particulas o células sanguineas (eritrocitos) y obtener informacion de su

composicidén y morfologia. Abriendo la posibilidad de desarrollar un dispositivo



portatil para monitorear en casa la evolucion de una patologia que afecte a las

células sanguineas.

1.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Como se menciond anteriormente, existen distintas técnicas de analisis
clinico para determinar la morfologia y la estructura de las células, en especial
para patologias como la anemia; algunas de estas técnicas se llevan a cabo
utilizando instrumentos 6pticos como el microscopio Optico y la citometria de flujo
[4]. La morfologia y el numero de particulas son caracteristicas que permiten
identificar anormalidades en las células, con base en esto continuamente estan
desarrollandose nuevos métodos a bajo costo que contribuyan para un analisis
clinico y complementen las técnicas de hoy en dia. En esta tesis se propone un
sistema Optico que, a partir del patron de esparcimiento de particulas
depositadas en monocapa permita obtener informacion util para el
prediagndstico clinico y en especifico para analizar la anemia ferropénica,
dejando abierta la posibilidad de extender este trabajo al analisis del patron de
esparcimiento en muestras de sangre de pacientes con otro tipo de anemias

(talasemia, aplasica o falciforme).

1.3. OBJETIVO.

A pesar de los grandes avances tecnoldgicos relacionados con el analisis
en sangre. El analisis por frotis o extendido de sangre sigue siendo el estandar
de oro para la evaluacion de las distintas condiciones hematoldgicas. El analisis
se lleva a cabo visualmente, observando bajo el microscopio éptico alteraciones
relacionadas con la morfologia de las células sanguineas [6]. Por esta razdn, se
tiene por objetivo disefiar un sistema Optico que ofrezca de manera rapida y
simple, informacion sobre el tamafio y morfologia promedio de las células
sanguineas, a partir del patrén de esparcimiento producido por una monocapa

de éstas.



1.3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Determinar la configuracién ideal, asi como la cantidad requerida para
observar el patron de esparcimiento por una monocapa.

e Estimar el limite de deteccién del sistema.

¢ |dentificar diferencias entre pacientes sanos y con anemia

o Establecer las bases para desarrollar modelos matematicos del
esparcimiento de luz, para las distintas morfologias que pueden tener las
células utilizando el método de Aproximacién de Difraccion Andmala

(ADA) como guia para interpretar las mediciones experimentales.

1.4. JUSTIFICACION Y ALCANCE.

El método de frotis para identificar la morfologia de los eritrocitos en patologias
como la anemia, sigue siendo uno de los mas usados debido a su simplicidad,
pero dado que es un método muy subjetivo debido a que el analisis depende del
experto del laboratorio que realiza la prueba de manera manual, lo que puede
producir una variacién en los resultados. Con base en estas observaciones y
para mejorar el analisis en la morfologia de los eritrocitos con el propdsito de
apoyar al prediagndstico médico, se sugiere la medicién del patréon de
esparcimiento producido por una monocapa. Teniendo como finalidad que este
método sea rapido, confiable y certero para poder determinar anormalidades en
la morfologia promedio de los eritrocitos. La motivacion es disponer de un
método que pudiera aplicarse en el consultorio o la casa de un paciente, para
prediagnosticar y dar seguimiento a pacientes que tengan alguna patologia como

la anemia.



2. MARCO TEORICO

En este capitulo se desarrollaran tedricamente los principios fisicos para
modelar el comportamiento del patron de esparcimiento producido por una
monocapa de particulas o de células sanguineas utilizando la Aproximacién de
Difraccion Anémala (ADA), asi como la descripcion de las propiedades fisicas de
la sangre, sus componentes y sus distintas patologias, para correlacionarlo con

el patron de esparcimiento.

2.1. PATRON DE ESPARCIMIENTO EN UNA MONOCAPA

Para entender el concepto de esparcimiento es importante visualizar de
manera atdmica la materia, cuando un haz de luz incide sobre medios densos
un gran numero de particulas dan lugar a un numero igualmente de ondas
electromagnéticas esparcidas, estas ondas se superponen e interfieren entre si
[1,18].

Refiriéndose a particulas esféricas existen dos tipos de esparcimiento, los cuales
se diferencian por el tamafo de la particula, el primero es para particulas
menores a la longitud de onda incidente y es descrito por la Teoria de Rayleigh
y el segundo es para particulas mayores que la longitud de onda incidente
descrito por la Teoria de Mie [1,2]. Ambas estudian la interaccién de una onda
electromagnética con particulas, su diferencia radica en un parametro

adimensional llamado parametro de tamano [7, 15]:

n'Dp

=3 (1)

Doénde nD,= es la circunferencia de la particula, con D, = su diametro y 1 =

a =

longitud de onda de la radiacion.
En el que caso de que este parametro sea menor que la unidad, se aplicara el
modelo de Rayleigh, siendo habitual D,, < % (se considera un dipolo) [7]. Cuando

. . A . .
a se aproxima a la unidad y D, > T S€ tiende a usar el modelo de Mie (se

considera un conjunto de multiplos que originan ondas parciales). Sin embargo,
con valores muy elevados estos, dejan de ser eficientes y se aplican las leyes de

la 6ptica geométrica [1,7].



Ambos modelos se basan en la teoria ondulatoria, de manera que su objetivo
es dar solucion a las ecuaciones de Maxwell, sin embargo, el principal
inconveniente, como se menciono al principio, es que son aplicables solamente
a esferas isotropicas, para medios con superficies irregulares se utilizan métodos
de elementos finitos para resolver las ecuaciones. Por otro lado, considerando
que las particulas son mayores que la longitud de onda incidente, se van a
originar diferencias de fase, espaciales y temporales, entre dichas ondas, de esta
forma cuando se superponen para formar una onda secundaria dispersada,
aparecen interferencias que dependen de la longitud de onda incidente, del
tamano y del indice de refraccidén de la particula, por eso el interés de estudiar
este tipo de fendbmenos en una monocapa [7, 11, 15]. Para analisis optico
detallado de una monocapa generalmente se aplican modelos matematicos
tedricos, tales como la Teoria de Mie o la Aproximacién de Difraccion Anémala
(ADA). En este proyecto se utilizé la teoria de ADA para realizar el andlisis de la

monocapa de sangre propuesta [12, 15].

Desde un punto de vista éptico las células se pueden visualizar como particulas
en un medio homogéneo. Cuando un rayo de luz, es decir, una onda
electromagnética incide sobre medios densos; un gran numero de moléculas o
particulas dan lugar al fenomeno de esparcimiento. Este fendmeno se refiere al
cambio de trayectoria que sufre la luz cuando interacciona con un medio cuyas
particulas tienen un tamafio mucho menor a la longitud de onda incidente [7, 15].
Para describir este tipo de interaccién se considera una onda plana que incide
en una pelicula de particulas colocadas al azar, se puede pensar entonces que
el esparcimiento de la luz por un conjunto de células consiste en la suma de la
luz esparcida por cada una de las células de forma individual, tomando en cuenta
la fase relativa de la luz esparcida de cada una de las células, por lo que el campo
esparcido por cada particula es idéntico entre si, excepto por un factor de fase

que depende de la posicidn de cada particula en el espacio [19].



2.2. APROXIMACIONDE DIFRACCION ANOMALA(ADA).

Esta teoria fue presentada en 1957 por el astronomo holandés van de Hulst, es
una aproximaciéon complementaria a la teoria de Mie, permitiendo describir el
comportamiento del esparcimiento de luz en esferas Opticamente tenues, es
decir, de bajo contraste de indice de refraccion, modelando la particula
independientemente de la forma que posea [8, 11, 15], caracteristica que no
comparten otro tipo de aproximaciones como el Modelo de Esparcimiento
Multiple (MME) [35], y en las que se toman en cuenta dos condiciones: particulas
de bajo contraste, es decir, transparentes y con tamafio mayor a la longitud de
onda incidente. Esta teoria es aplicada para esferas is6tropas, asumiendo que
la particula es esférica, la expresion del tamafo y la longitud de onda se
describen por el parametro de tamafo (ver expresion (1)), que es el factor
fundamental que interviene en el esparcimiento de Mie. Donde a partir del

diametro de la particula (D,), la longitud de onda (i) y asumiendo ademas que

el indice de refraccion es real, por lo que no hay absorcién, se puede considerar
el factor de eficiencia de extinciéon definiéndolo como la relacion entre la seccidn
transversal de extincidon (Z.,;) Yy la seccién transversal geométrica, es decir, la

suma de las secciones transversales de esparcimiento (X.,) y de absorcion
(Zabs) [§’ E]

Zext = Zsca T Labs - (2)

Considerando lo anterior para describir el modelo propuesto del patron de
esparcimiento producido por una monocapa, se supondra una orientacion de
manera ordenada en el sustrato, tomando como guia una sola particula para

obtener una expresion aproximada para el patron de esparcimiento.

2.3. SANGRE Y COMPONENTES

La sangre tiene como particularidad ser el unico tejido liquido que fluye
por el organismo, moviéndose a través de los vasos sanguineos del sistema
circulatorio. Sus principales funciones son: transportar oxigeno y sustancia

nutritivas a todo el organismo, esta encargada de la hemostasia, es decir, de
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mecanismos que permiten que se mantenga fluida dentro de los vasos
sanguineos y en caso de alguna rotura en un vaso sanguineo, contiene los
elementos necesarios para llevar a cabo la coagulacion (formacion de un tapén
para detener la hemorragia y facilitar los procesos de reparacion del vaso
danado), de igual manera participa en el equilibrio hidroelectrolitico y acido
basico del organismo a través de los eritrocitos los cuales tienen la capacidad de
regular los niveles de bicarbonato en el plasma, el cual funciona como un tapén
o amortiguador, que mantiene el pH en los valores normales. Finalmente,
participa en la regulacion de la temperatura corporal, ya que cuando sube la
temperatura en el cuerpo, se pierde energia caldrica por lo que produce una
dilatacion vascular y se incrementa con esto el flujo de sangre en la superficie
cutdnea y en el caso del frio pasa de manera inversa se hace una
vasoconstriccion, es decir, los vasos sanguineos se estrechan haciendo que el
flujo sanguineo sea mas lento conservando el calor [20, 21]. Esta conformada

principalmente por dos elementos: medio acuoso que es el plasma denominado

matriz extracelular que contiene sustancias disueltas en un 55% y elementos

formes o células: eritrocitos (glébulos rojos) en un 45%, leucocitos (glébulos

blancos) y fragmentos de células llamados plaquetas casi un 1%. En un adulto
la cantidad de sangre que se encuentra en su cuerpo es de aproximadamente
cinco litros [16,17]. En la Fig. 2.1 se ilustran y sefalan las componentes de la

sangre.
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Figura 2.1. (a) Vaso sanguineo, con componentes de la sangre, (b) frotis o extendido de sangre donde se
observan las componentes de la sangre (eritrocitos, leucocitos plaquetas, plasma) y (c) micrografica de los

elementos corpusculares de la sangre [16,17].

Medio acuoso.




Plasma: componente principal de la sangre que corresponde al 55%, es un
liquido amarillento que estd compuesto por 90% de agua, 9% de proteinas y
1% de sales, gases disueltos, glucosa, entre otros compuestos. Las proteinas
son una parte importante para la conformacion del plasma, las cuales estan
conformadas por: albumina, proteina mas abundante del plasma producida
por el higado y tiene como funcién mantener la presién coloidosmatica, es
decir, mantener el liquido dentro los vasos sanguineos y globulinas,
proteinas producidas por el higado las cuales se denominan globulinas alfa 'y
beta, estas se encargan del transporte de iones metalicos, vitaminas
liposolubles y lipidos. El plasma presenta un medio isotdnico para las células,

es decir, un medio ideal para que vivan [16,17, 20].

Elementos formes o células.

Eritrocitos: Son células de forma bicdncava que carecen de nucleo, tienen
un promedio de vida de 120 a 140 dias, miden aproximadamente entre 6 a
9 um (Fig. 2.2-(a)), 2 um de espesor en la periferia, 1 um en su parte central
y un volumen de 9 x 1072 ul [17, 20]. Estan presenten en la sangre de 4.2 a
5.4 M/ul en mujeres y de 4.5 a 6.3 M/ul en hombres por lo que representa
un 45% en la sangre. Tienen como funcién principal transportar oxigeno (0,)
y la retirada de diéxido de carbono (C0,) en todo el cuerpo, para cumplir con
esta funcion el eritrocito cuenta con una estructura basica constituida por tres
partes que interactuan entre si: la membrana, la hemoglobina y los
componentes no hemoglobinicos; debido a esta constitucion de estructura
resistente y a su vez flexible, es posible que puedan deformarse sin romperse
mientras realizan su recorrido por los vasos capilares sanguineos [4, 5, 17].
Los eritrocitos contienen alrededor de 280 millones de moléculas de
hemoglobina la cual es responsable de darle a la sangre su color rojo y la que
transporta la mayor parte de oxigeno. Una molécula de hemoglobina esta
constituida por una proteina llamada globina (compuesta por cuatro cadenas
polipetidicas, es decir, dos cadenas alfa y dos beta); un pigmento no proteico

de estructura anular llamado Hemo (Fig. 2.2-(b)) unido a cada una de las
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cuatro cadenas, en el centro del anillo se puede observar un ion hierro Fe?*
que puede combinarse de manera reversible con una molécula de oxigeno
(Fig. 2.2-(c)) [16].

Cadenas

polipeptidicas

{ [globinas)
8 um | &

; G, __OH
Hierro ==
2+ HC=C C=CH
(Fe=™) o %y i
- _____.. 1 'C""':'- .'“""C iCH
} o : N—.—H 1
LT «csG
! = ooC CHs N i = CH,
Vista superficial \‘ i bl L SR
[ l::. |-|
HiG” CH,
: : \ Cadenas CH,
Vista seccionada polipeptidizas 900

i (globinas)

(a) (b) (c)

Figura 2.2. (a) Morfologia del eritrocito, (b) molécula de hemoglobina y (¢) Hemo con hierro [4,16].

Leucocitos: Son células que contienen nucleo, miden aproximadamente
entre 10 — 16 um, se forman en la médula 6sea y tienen funcion en la
respuesta inmune para reconocer y neutralizar invasores patégenos (virus y
baterias), conforman menos del 1% en la sangre en una cantidad de 5 a
10 M/ul. Existen dos tipos de leucocitos: los Granulocitos, conocidos
también como polimorfonucleares, en donde se encuentran los: Neutrdfilos
con un tamano de 12 — 15 um son las mas abundantes representando un
60 % del total, tienen un periodo de vida de aproximadamente 48 hrs y son
los primeros en reaccionar cuando se presenta alguna infeccion. Eosindfilos
con un tamano de 12 — 17 um representan del 1 — 3 %, tienen un periodo de
vida de aproximadamente 12 dias y son los primeros en reaccionar cuando
se presenta alguna infeccion inflamatoria. Y finalmente los Basofilos con un
tamafo de 10— 14 um, son los de menor cantidad en los leucocitos
representan del 0.5 %, y son los primeros en reaccionar cuando se presentan
alergias o0 asma; y los Agranulocitos donde se encuentran: Monocitos con
un tamafo de 12 — 15 um representan del 4 — 10%, con un periodo de vida

de aproximadamente 3 dias, tienen como funcién principal cuidar y proteger
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al sistema inmune de bacterias y virus invasores, se pueden convertir en
macrofagos eliminando microorganismos (gérmenes) y células muertas. Y los
Linfocitos con un diametro aproximado de 10 — 12 um, representan del 30%
del total, son mas comunes en el sistema linfatico, tienen como funcién
principal defender al cuerpo contra infecciones, ya que pueden distinguir
entre células del propio cuerpo y algun material extrafio, produciendo

sustancias quimicas para destruir ese objeto extrafio [16,17].

e Plaquetas: También llamadas trombocitos, son fragmentos celulares
discoides y sin nucleo, que miden aproximadamente entre 2 a4 um, teniendo
un papel importante en la participacion de la coagulacidén en la sangre, es
decir, en frenar la pérdida de sangre en los vasos sanguineos dafiados,
formando un tapon plaquetario. Presentes en la sangre en una cantidad de
150 a 400 M/ul tienen un promedio de vida de 8 a 10 dias [5, 17].

2.4. PATOLOGIAS DE LA SANGRE

Algunas de las patologias mas frecuentes que se presentan en la sangre
son la anemia, leucemia y el mieloma multiple, todas estas enfermedades se
caracterizan por alterar la morfologia o el numero (incrementando o
disminuyendo) de los componentes de la sangre. Muchos de estas patologias
son de caracter hereditario, por falta de algun mineral o vitamina y la baja
produccion de anticuerpos. Este trabajo se enfocara en el estudio de la anemia,

siendo mas especificos en la anemia ferropénica.

e Anemia

La anemia es una patologia en la sangre que se caracteriza por la disminucion
en la hemoglobina, proteina rica en hierro, encargada de transportar oxigeno por
todo el cuerpo (Fig. 2.2.), si la concentracién de hemoglobina cae por debajo de
los rangos normales, que en mujeres se encuentra en 15 g/dl y en hombres en
11.6 g/dl, podemos decir que se tiene anemia. Como consecuencia se reduce

el numero de eritrocitos, por lo que el transporte de oxigeno de los pulmones a
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otras partes del cuerpo se ve afectada [4, 6]. Las tres causas principales por las
que se puede presentar anemia son: pérdida de sangre, baja produccién de
eritrocitos y destruccion de éstos a gran velocidad [22]. Algunos de los tipos de

anemia son:

Anemia Ferropénica: es la anemia mas frecuente en la sangre y tiene como
causa principal una poca absorcion de hierro, por lo que generara una alteracion
en la forma del eritrocito, en la mayoria de los casos se presentan de forma
esférica (esferocitosis) y con tamafio pequeno (microcitosis) (Fig. 2.3.) [6,16,
22]. El hierro es un micronutriente esencial para el organismo humano, con
habilidad para intercambiar electrones, interviene también en el transporte de
oxigeno, en la respiracion celular, en la sintesis de ADN y en la proliferaciéon
celular. Dada su gran capacidad para formar radicales libres, que son téxicos en
la sangre, debe estar siempre unido a proteinas. El déficit de hierro genera el
agotamiento de sus reservas y una falta de disponibilidad para los eritroblastos
(células precursoras de los eritrocitos), en caso de haber una afectacion en estas
células, ocasiona anemia ferropénica. La falta de hierro afecta también al
desarrollo cognitivo durante la infancia, disminuye la actividad fisica e intelectual
del adulto y su productividad, por lo que el hierro no solo es necesario para la
eritropoyesis, sino también para el correcto funcionamiento de los musculos, del
corazoén, del sistema nervioso central y de otros 6rganos vy tejidos. Considerando
todo lo anterior las mujeres suelen ser mas susceptibles a este tipo de patologia,
como consecuencia de la pérdida de sangre menstrual y el incremento en la
demanda de hierro del feto en crecimiento durante el embarazo. Otra causa es

la pérdida gastrointestinal como sucede por ulceraciones o cancer [4, 6].
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Figura 2.3. Muestra de paciente con anemia ferropénica (Con amplitud 100x).

Anemia por Talasemia: corresponde a un grupo de las anemias hemoliticas,
esta se presenta cuando la hemoglobina se sintetiza de manera deficiente, es
decir, hay una disminucién o ausencia de sintesis en una de las cadenas de
globina que forman la Hb (hemoglobina), presentando como caracteristica
principal microcitosis, es decir, los eritrocitos son pequefios, en forma de diana
(dianocitosis), tienen hipocromia (palidos) y son de vida media corta [4, 6]. Este
tipo de anemia es por causa hereditaria y esta presente principalmente en

poblaciones con costas en el mar Mediterraneo [16,17].

Anemia Megaloblastica: se define por una sintesis defectuosa del ADN nuclear,
que determina una hematopoyesis megaloblastica caracterizada por: el aumento
de tamafo de los precursores de las tres series que afectan al citoplasma,
asincronia madurativa nucleocitoplasmatica, es decir, los nucleos tardan en
madurar y su hematopoyesis es ineficaz con hemodlisis intramedular que
determina la liberacion de LDH (lactatodeshidrogenasa) [22]. Este tipo de
anormalidad, es causada por la usencia de acido folico y vitamina B12, en la cual
la médula 6sea produce eritrocitos grandes (macrocitosis) y anormales,
llamados megaloblastos [4]. Una de las posibles causas de este tipo de anemia
es por efecto de consumo de farmacos que alteran la secrecion gastrica o los

que son utilizados para el tratamiento de cancer [5].
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Anemia Hemolitica: constituyen a un grupo de trastornos cuyo denominador
comun es el acortamiento de la vida media de los eritrocitos en la circulacién
sanguinea, ya que tienen un proceso de destruccion acelerada de eritrocitos,
denominado hemdlisis. Este aumento de eritropoyesis en la medula Gsea,
provoca que el tamafo de los hematies sea mayor (macrocitosis), originando
una salida de sangre periférica de formas no maduras de eritrocitos, por lo tanto,
la caracteristica fundamental de este tipo de anemia es presentar una cifra
elevada de reticulocitos. La hemoglobina liberada tras la destruccién de los
eritrocitos es catabolizada, aumentando bilirrubina e ictericia en la sangre, al ser
un proceso tan rapido, la médula ésea no puede reemplazarlos de manera eficaz,
provocando dafos estructurales de filtracién en los rifiones [4]. Algunas de las
causas de esta enfermedad son por defectos genéticos, por parasitos o

anticuerpos provenientes de la transfusion de sangre incompatible [16].

Anemia Aplasica: es el resultado de una lesion en la médula ésea y se produce
cuando el cuerpo no puede generar suficientes eritrocitos, es un tipo de anemia
poco usual y potencialmente mortal [5, 17]. Es causada por dafios al momento
del nacimiento, por exposicion de radiacion (rayos gamma) y ciertos farmacos
toxicos o drogas; que inhiben las enzimas necesarias para la produccion de
células sanguineas (hemopoyesis), teniendo como caracteristica eritrocitos de

mayor tamafio (macrocitosis) [6].

Anemia Falciforme o Drepanocitica: este tipo de anemia es de caracter
hereditario ya que contiene Hb-S (hemoglobina S), es un tipo anormal de la
hemoglobina y cuando esta especie libera oxigeno al liquido intersticial, forma
estructuras alargadas y rigidas que arquean a los eritrocitos y éstos toman la
forma de hoz (drepanocitosis) [5, 17]. Estas células mueren de manera
prematura ya que al deformarse se lisan y esta anomalia puede durar entre 10 a

20 dias, teniendo como consecuencia escasez cronica de eritrocitos [20, 21].

e Anomalias en los eritrocitos

Algunas de las alteraciones de los eritrocitos son provocadas por los

distintos tipos de anemia, que pueden alterar la morfologia y con su forma, el
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tamano, color y distribucion. Este tipo de clasificacidon tiene una importante
utilidad clinica y se basa en cambios caracteristicos que se dan en el tamafio de
los eritrocitos y en su contenido de hemoglobina. Un grupo de anemias se
caracteriza porque la mayoria de hematies son mas grandes de lo normal (=
10 — 11 um), se denomina anemias macrociticas en las que se caracterizan
anemias como megaloblastica, aplasica, hemolitica o aquellas donde haya un
aumento de la eritropoyesis, sin embargo, si la mayoria presenta hematies de un
tamafo menor de lo normal (< 6 um) son anemias microciticas en las que se
caracterizan la anemia ferropénica y las talasemias. Finalmente cuando los
hematies muestran diferentes tamafos o didmetros en una misma extension, se
refiere a anisocitosis [22,23]. De manera esquematica y como resumen se

describen en la Tabla 1.1.
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Tabla 1.1. Anormalidades en los eritrocitos [22,23].

ALTERACION DESCRIPCICON
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3. MODELO MATEMATICO ~ PARA
APOYO DE INTERPRETACION DEL
PATRON DE ESPARCIMIENTO.

Como se describié anteriormente en el Capitulo 2, para poder describir el
patron de esparcimiento producido por una monocapa se puede utilizar la
Aproximacion de Difraccion Andmala (ADA). Esta es una aproximacion valida
para particulas mayores que la longitud de onda incidente y con bajo contraste
de indice de refraccién con el exterior. En este capitulo se hablara sobre los
modelos matematicos propuestos para la descripcion del patron de
esparcimiento por particulas de poliestireno comparadas con células sanguineas

correspondientes a los eritrocitos.

3.1. DESCRIPCION DEL CAMPO ESPARCIDO POR UNA
PARTICULA.

Se considera una onda electromagnética linealmente polarizada en la
direccion de los ejes x y y, propagandose en la direccion z. Esta onda esta
descrita de la siguiente manera:

Ei = Eoe—i(kmz—wt)éx, 3)
B! = Boe—i(kmz—wt)éy. (4)

Donde k,,, = n,,k, es el numero de onda del medio, dado por n,, que es el indice
de refraccién del medio que rodea a la particula, k el numero de onda en el vacio

a la frecuencia radial w y (&, &,) vectores unitarios en la direccion de los ejes

cartesianos correspondientes.

El campo electromagnético que va en direccion del eje z, es un plano
perpendicular al vector de onda incidente (k) justo después de la particula, que
llamaremos plano de expansion, éste plano esta descrito por el campo incidente
que es retrasado en fase, debido al producto de la diferencia entre el indice de

refraccion dentro de la particula (n,) y el indice de refraccion fuera de ella, es
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decir, el indice de refraccion del medio (n,,), y la distancia recorrida dentro de la

particula a lo largo de la direccion del vector de onda incidente (Fig. 3.7).

Plano de expansion

2y Zy
Retraso de fase

Zp

Figura 3.1. Diagrama del plano de expansion en z=0.

Con base en lo anterior y tomando en cuenta que en el plano z = 0 tenemos que

el campo electromagnético total esta dado por:

~

Eyée, para (x,y) € sombra geométrica,

Ex(xf b2 0) = {

Eoei[kp_km]l(x’y)éx para (x,y) € sombra geométrica.

La sombra geométrica se refiera a la sombra de la particula iluminada por rayos
viajando en la direccion z (Fig. 3.1) y la funcion [(x,y) es la distancia recorrida
por un haz de luz viajando paralelamente al eje z, cruzando entonces el plano de

expansion E, (x,y,0) = 0. Por lo tanto, el campo esparcido en el plano de
expansion se puede describir como:

E(x,v,0) = E(x,y,0) — Ei(x,y,0),

de manera que la expresion quedaria:

( 0 para (x,y) & sombra geométrica,
E;(x,y,0) = i([kp—kem]i(x))
{ E, (e pimlBAYI) 1) e, para(x,y) € sombra geométrica,
S
\ Ey(x,y,0) =0.
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3.2. PATRON DE ESPARCIMIENTO POR UNA ESFERA.

Considerando la expresién (6) para el campo esparcido, se observa que para el
caso de una esfera se tiene que la funcidén de la distancia recorrida [(x,y) se
obtiene a partir de considerar la superficie de una esfera centrada en z = —a
llegando a x2+ y? + (z+ a)? = a?, si despejamos z para (x,y) constante,

tenemos que:

zZ=-a ?(w/az—xz—yz). (7

Existen dos posibles soluciones en la expresion (7), que se pueden denotar
como z; Y z,. La diferencia entre estas dos posibles soluciones es la que nos da

la distancia recorrida dentro de la particula para (x,y) constante:

(x,y) =2, — 2z = 2\ a? — x? — y2. (8)

Si consideramos (x,y) distinto de la sombra geométrica a partir de la expresién
(6) entonces la distancia recorrida [(x, y) tiene un valor imaginario. Por la tanto,

la funcion de esta distancia es cero fuera de la sombra geométrica de la particula

y se obtiene I(x,y) = 2Re(ya? —x2 —y?). Sustituyendo este valor en la

expresion (6) podemos escribir el campo esparcido como:

ES(x,y,0) = E, <ezi<[kp—km]Re(1/a2_x2—yz')) B 1) o

E5(x,y,0) = 0.

€)

Considerando esta ultima expresion como una buena aproximacion que se
propaga en el plano de expansion, nos resta considerar ahora la propagacion del
campo en el semiespacio z > 0. Para describir esta propagacion utilizamos el
método de transformadas de Fourier, por lo que la aproximacion de difraccion
andmala consiste en aproximar el campo en el plano de expansion considerando
la expresién (9). Indicando la transformada de Fourier bidimensional en el plano

(x,y) del campo eléctrico esparcido E*(x,y,0), se tiene entonces que:
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[o2)

{Ei(kx' ky) = J E5(x,y,0) e Hx"thyY dxdy

- (10)
\ ES(ky ky) = 0.
Para la transformada inversa de Fourier, quedaria dada como:
(ES 0) = ! OOE"S ky k) e x*+ikyYdf dk
{ x(x,y, ) —W x( x y)e x4y (11)
\ E3(x,y,0) = 0.

Aplicando el factor e'*z# al Kernel donde k, = \/k%, — k% — k2, se tiene entonces
que

( 1 _ o
iEi;(x, y,z) = )2 j E5(ky k) etxxtikyyrikazqg dk,

(12)

—00

E5(x,y,0) = 0.

Esta expresion es una solucion a la ecuacidon de Helmholtz para las componentes

cartesianas de un campo vectorial: (V* + k) Ey ), (x,y,2) =0

Para que se pueda tener un campo vectorial como solucién a las ecuaciones de
Maxwell en el semiespacio z > 0, se necesita también considerar una solucion
para la ley de Gauss V-E*(x,y,z) =0, para esto se tiene que agregar la
componente z en el campo esparcido z > 0, es decir, se tendria que el campo

esparcido estaria descrito por Ei(x,y,z). Con base en esto, tenemos que:
ES(x,y,z) = E5(x,y,2z) + E5(x,y,2z) + E5(x,y, 7). (13)
Por lo tanto, la transformada bidimensional de Fourier en el plano de expansion

adquiere una componente z y se veria de la siguiente forma:

E(ky ky) = ES(ky, ky) + ES(ky, kyy) + E (ko ky).-
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Con esto se puede completar el campo eléctrico vectorial y su transformada de
Fourier vista en la expresiéon (12), se tiene que para z > 0, el campo quedaria

como:

1
(2m)?

ES(x,y,2) = J7 B3 (key, k) etk tikyyikazgle dfe, (14)

De esta manera se puede compactar y escribirla como:

o0}

f ES(ky, ky) efmTdk, dk,, . (15)

—00

1
(2m)?

ES(x,y,2) =

Donde se puede utilizar k,, - r = ik,x + ik,y + i\ k3, — ki — k3 z, y aplicando la

ley de Gauss igualando a cero, se llega a que:

10 |
V-ES(x,y,z) = 5P f (V- (ES(ky, ky)e™m ™)) dk,dk, = 0. (16)

Dado que la transformada de Fourier es uno a uno, se concluye que:
V- ES(ky, ky)e™™ =0, por lo tanto E§(ky, ky,) = E5(ky ky )@y,
con esto se puede llegar a que

V-ES(ky ky)e® T = ik ES(ky ky) + ikyES(ky, ky ) + ik, ES(Ky, ky) = 0,

y finalmente se obtiene:

kiES(ky ky) + kyES(ky, kyy) + k,ES(ky, kyy) =0,
recordando entonces el caso en el que E;(kx, ky) = 0, se obtiene que:
kiES(ky ky) + K ES(ky ky) =0,
de donde se puede despejar E; y utilizando el Kernel k, = \[kZ — k% —kZ se

puede escribir como:
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kE3 (ke ky)

s —
Es(ky ky) = e (17)
Sustituyendo los valores correspondientes tenemos que:
- . ke ES(ky ky)
— S S P
E(kx' ky) = Ex(er ky) e, + K2 —RZ— kal ez,
reescribiendo obtenemos la siguiente expresion:
E(kyky) =2y + ki e, | E$(ky k) (18)
x» by x k%q—k,%—ka,z x\txr Ny )-

Retomando la expresion (15) y sustituyendo, tenemos que para z > 0 el campo

esparcido esta dado por:

[}

1 k . .
E(x,y,z) = e f <éx + 2l — éz> E5(ky ky) ek Tdk,dk, . (19)
y

KZ, — k2

—00

Teniendo entonces que la integral del lado derecho es de la forma:

1
(2m)?

ffooo f(kx, ky) e“"rdkxdky, ahora bien para calcular el campo lejano usamos

el método de fase estacionaria, usando para esto coordenadas esféricas para
expresar las coordenadas cartesianas del vector de posicion: r =

rsinf cos ¢ &, + rsinfsin¢ &, + rcos €, si se considera el limite cuando r —

o0, [24, 25], se obtiene:

1 [ ikr . e tkm?
@2 f(ky, ky) e®*Tdk,dk, - —ik,, cos 0—— ks Feys) - (20)

Donde las coordenadas en fase estacionaria en el plano (k,,k,) estan dadas

por:

k, = kpsinfcos ¢,
{ky = k,,sinfsin¢ . 21
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Usando este resultado, tenemos entonces que el campo esparcido por una

particula esta dado por:

ikyr
E’(r) = —ik,, o cos 0 (éx
ki S\ #s : o
+ A — e, | E;(ky,sinfcos¢,ky,sinfsing). (22)

Donde finalmente utilizando aproximacion de difraccion anémala para una esfera

descrita en la expresion (8), se tiene que el campo esparcido esta dado por:

E;(kx, ky) — E, f (ezi([kp—km]Re( a2—x2—y2)) _ 1) e—ikxx—ikyydxdy_ (23)

— 00

Sustituyendo valores, de la expresion (23) en (22), llegamos a:

eikmr kx
ES(r,0,¢) = —ik —cos@(é + e )x
’ " 2mr LKk

o)

% Eo f (ezi([kp—km]Re( a2_x2—y2)) _ 1) e—ikxsx—ikysydxdy_ (24)

—00

Usando (19) tenemos que

gthm?r k., sin @ cos
> <é + —= L >><
r

ES(r,0,¢9) = —ik,,——cos 0| e, e,
JkZ — kZ sinZ 0

% Eo f <eZi([kp—km]Re(«/a2—x2—yz)) _ 1> e—ikm sin @ cos px—iky, sinGsin¢ydxdy_ (25)

Finalmente suponiendo un como camino optico por una esfera L(x, y):

L(x,y) = a? —x?—yZ2 (26)

Donde a corresponde al radio de la particula.
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Se tiene la expresion general que describira el campo esparcido producido por

una monocapa cComao:

s 2 2 : 2
|ES(r, 0, )| _ 2 €08 ] <1+(sm9cos¢) )x

|E,|? M (2m)2r2 1 —sin2 6

[o9)

J- (ezi([kp—km]Re(L(X,J/))) _ 1) @~ ikm sin 0 cos px—ikp, sin 6 sin¢ydxdy 2 (27)

X

—00

El radio de la particula, para fines de nuestra investigacion es el que vamos a ir

variando, asi como la morfologia de la célula, en este caso el camino éptico

L(x,y) (Fig. 3.2.).

Destancia al origan [jumy]

Figura 3.2. (a) Perimetro de un cuadrante de la seccion transversal de una esfera con radio de

S5um y (b) Patrén de esparcimiento.

Utilizando el programa de MATLAB se calcul6 la expresion (27) para obtener un
espectro o perfil de intensidad (Fig. 3.3) del patrén de esparcimiento producido
por la monocapa de particulas de poliestireno rojas. Para este caso se toman los
siguientes parametros que describen el modelo tedrico, n,, = 1.33 es el indice
de refraccion del medio correspondiente al agua, n, = 1.59 el indice de
refraccidn de la particula, correspondiente a las particulas de poliestireno rojas

[26], A = 532 nm la longitud de onda y a = 5 um el radio de la particula.
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Figura 3.3. Perfil de intensidad del campo esparcido producido por una esfera de 10 um de

diametro.

Con este mismo método se realiza otro calculo en MATLAB, para modelar el
patron de esparcimiento (Fig. 3.4) y el perfil de intensidad (Fig. 3.5) producido
por la monocapa de particulas de poliestirenos con un radio de a = 2.5 um.
Considerando los mismos parametros longitud de onda, indice de refraccién del

medio y el indice de refraccién de la particula [26].

ka

2

1.8

-]
]
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=2

1200

Distancia & onigan [

[ L4 LK d F&. i) 400 i BOO  vOOO 130N 400 1600
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Figura 3.4. (a) Perimetro de un cuadrante de la seccion transversal de una esfera con radio de

2.5um y (b) Patron de esparcimiento.
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Figura 3.5. Peffil de intensidad del campo esparcido producido por una esfera de 5 um de

diametro.

3.3. PATRON DE ESPARCIMIENTO POR UNA ERITROCITO.

Para describir el campo esparcido por un eritrocito, se utilizd la expresion
que se propone en la tesis “Reflectividad optica de peliculas inhomogéneas y su
aplicacion a sensores.” [27], siguiendo el mismo procedimiento que se tomé
anteriormente para describir el camino optico L(x,y) por un eritrocito biconcavo
[28, 29], esta dado por:

72 72 (28)

4 +y) [ alx®+y?)  co(x® +y?)?
L(x,y)zd\/l— PE c+ = + 2 .
Donde d = 8 um corresponde el diametro de un eritrocito considerado de un
persona sana, c¢=0.0518, c¢; =2.0026 y ¢, =-—4491las constantes
morfologicas del eritrocito [28, 29]. En la (Fig. 3.6-(a)) se puede observar la forma

geomeétrica de una seccion transversal del eritrocito.
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Figura 3.6. (a) Perimetro de un cuadrante de la seccion transversal de un eritrocito con radio de

4 um y (b) Patrén de esparcimiento.

Tomando en cuenta la expresion (28) y con las constantes morfologicas, se
sustituye en la expresion (27) para poder modelar el patrén de esparcimiento por
una monocapa de eritrocitos (Fig. 3.6-(b)), esto se realiza utilizando el programa
de MATLAB. Para este caso se toman los siguientes parametros que describen
el modelo tedrico, n,,, = 1.36 es el indice de refraccion del medio correspondiente

al plasma, n, = 1.41 el indice de refraccion de la particula, correspondiente al

eritrocito [30] y 4 = 532 nm la longitud de onda, con eso se obtiene el perfil de

intensidad del campo esparcido por un eritrocito (Fig. 3.7).

Intensidad Momalizada
a =] = = =] =] =
(] . o (=] =l o {i=]

[ =]
{25 ]

1

o 05 IR | 0.15 0.2
Distancia al ongan nomalizada

Figura 3.7. Perfil de intensidad del campo esparcido producido por un eritrocito con

8 um de diametro.
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3.4. PATRON DE ESPARCIMIENTO POR UN ELIPSOIDE.

El campo esparcido por un elipsoide se puede representar mediante la

siguiente ecuacion cartesiana centrada en el origen [27]:

L(x,y) = ac_b Jab? — b2x2 — a?y?, (29)

Donde a =4 um corresponde al radio de la elipse, b=4um y c=15um
corresponden a las longitudes de los semiejes del elipsoide en los ejes (x,y, z),
se puede ver a = b en este caso considerandose la seccidn transversal circular
de radio a, tomandose como un esferoide [28, 29]. En la (Fig. 3.6—(a)) se puede

observar la forma geométrica de la elipse.

i i imal

Destancia al ofigen [jm]
Mt

| + . 200 a0 BN B0 W0 100 400 ve00
[ 0.5 1 15 -] 25 3 35 4 Nimero de pied
Disiancia al angen [jm)

b
(a) {b)

Figura 3.8. (a) Perimetro de un cuadrante de la seccion transversal de una elipse con radio de

4 um y (b) Patrén de esparcimiento.

Tomando en cuenta la expresidon (29) y con las constantes morfologicas, se
sustituye en la ecuacion (27) para poder modelar el patrén de esparcimiento por
una elipse (Fig. 3.8-(b)), esto se realiza utilizando el programa de MATLAB. Para
este caso se toman los siguientes parametros que describen el modelo tedrico,
n, = 1.36 es el indice de refraccion del medio correspondiente al plasma, n, =
1.41 el indice de refraccion de la particula [30] y 4 = 532 nm la longitud de onda,

para este caso se tomaron los valores de un eritrocito suponiendo una anomalia
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en su morfologia, obteniendo el perfil de intensidad del campo esparcido (Fig.
3.9).

alizada

InMensidad morm
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istancia a CHFlEpEn Tl Zacka

Figura 3.9. Peffil de intensidad del campo esparcido producido por una elipse con 8 uym de

diametro.

3.5. PATRON DE ESPARCIMIENTO DE UN DISCO.

Para describir el campo esparcido por un disco se puede representar

mediante la siguiente ecuacion cartesiana centrada en el origen [27]:

h
L+ eCo@ )

L(x,y) = (30)

Donde a = 4 um corresponde al radio del disco, h = 4 um corresponde a la altura

yB= Z/a siendo el parametro de borde [28, 29]. En la (Fig. 3.10-(a)) se puede

observar la forma geométrica del disco.
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Figura 3.10. (a) Perimetro de un cuadrante de la seccion transversal de un disco con radio

de 4 um y (b) Patrén de esparcimiento.

Tomando en cuenta la expresidn (30) y con las constantes morfologicas, se
sustituye en la expresion (27) para poder modelar el patrén de esparcimiento por
un disco (Fig. 3.10-(b)), esto se realiza utilizando el programa de MATLAB. Para
este caso se toman los siguientes parametros que describen el modelo tedrico,
n, = 1.36 es el indice de refraccion del medio correspondiente al plasma, n, =
1.41 el indice de refraccion de la particula [30] y 4 = 532 nm la longitud de onda,
para este caso se tomaron los valores de un eritrocito suponiendo una anomalia

en su morfologia, obteniendo el perfil de intensidad del campo (Fig. 3.11).

Intensidad normalizada

HE ] o1 (141 0.2

Oistancia &l orgen narmallzads
Figura 3.11. Perfil de intensidad del campo esparcido producido por un disco con 8 um de

diametro.
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4. DISPOSITIVO PROPUESTO PARA
MEDIR EL PATRON DE
ESPARCIMIENTO

En el presente capitulo se mostrara el montaje 6ptico propuesto para medir
el patron de esparcimiento producido por una monocapa, el cual esta
conformado por un laser de 4 = 532 nm, un diafragma y como detector del
patron de esparcimiento, una camara de un teléfono celular CMOS

(complementary meta-oxide-semiconductor por sus siglas en inglés).

El comportamiento del campo esparcido del sistema optico se describe utilizando
el modelo matematico tedrico ADA, el cual sirvio para calibrar el sistema y tener
un punto de partida antes de utilizar células sanguineas, este modelo esta
descrito en la seccion 3.1 en el capitulo 3. Previo al estudio de eritrocitos se
realizé una simulacion con particulas de poliestireno rojas de diametro de 10 um
y 5 um colocadas en monocapa, para modelar una muestra de eritrocitos sanos
y con alguna patologia correspondiente a distribucion de tamanos. Para simular

cambios morfoldgicos se utilizaron soluciones osmaticas.
4.1. COMPONENTES DEL SISTEMA OPTICO.

e Diodo Laser

El laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation-LASER por
sus siglas en inglés), es un dispositivo que emite un haz de luz coherente,
convergente y monocromatico, mediante una amplificacion éptica. [31]. Se elige
esta fuente de luz, en una longitud de onda de 1 = 532 nm con una potencia de
salida de 5 mW, debido a que en este rango y con esta potencia se obtiene

mayor resolucion en el patrén de esparcimiento producido por una monocapa.
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e Diafragma

Se utiliza un diafragma para regular la cantidad de luz que entra en la
muestra. El diafragma se coloco después del diodo laser, este dispositivo es un
diafragma de disco, con el fin de regular la cantidad de luz que incide en la
muestra, tomando una abertura de 1 mm. El haz que incide sobre las células y
el patrén de esparcimiento resultante de esta interaccion se proyecta sobre una

pantalla traslucida.

e Pantalla Traslucida

El patron de esparcimiento se proyecta sobre una pantalla colocada sobre el
eje del haz, la cual es una hoja de papel albanene, en esta pantalla se colocé
una regla graduada en cm, para poder medir los anillos correspondientes a los
minimos locales y poderlos comparar con el perfil de intensidad. Sobre esta
pantalla se coloca un beam stop, con el fin de bloquear la intensidad de la luz
que pueda saturar la camara y solo se conserve la imagen del patron de

esparcimiento.

e Camara CMOS de un teléfono celular

La camara CMOS (semiconductor de 6xido metalico complementario) es un
sensor de pixeles activos formado por numerosos fotositos que producen una
corriente eléctrica que varia en funcion de la intensidad de luz recibida [32].
Debido a que los médulos CMOS son de baja potencia y bajo costo, permiten a
los teléfonos celulares capturar imagenes de 16 megapixeles, es decir, un pixel
representa la menor unidad de tamafo en una fotografia digital, cuantos mas
pixeles tenga una foto podremos decir que sera con mayor resolucion, al decir
que la imagen obtenida tiene 16 megapixeles nos referimos a que tiene 16
millones de pixeles, teniendo una buena resolucion para el analisis de imagenes,
con base en estas caracteristicas se eligid esta camara como sensor para la

captura y almacenamiento del patrén de esparcimiento.
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Los objetos descritos anteriormente, son los que componen principalmente el
sistema 6ptico propuesto para el estudio de la monocapa, el cual se observa en
la Fig. 4.1.

Laser

Miuestra DHagrama ,

Pantalla
Beam stop

45
Camara de x'tl{"

calular

©
&

Figura 4.1. Montaje optico

4.2. METODOLOGIA

Para realizar el analisis del patrén esparcimiento producido por una monocapa,
se utilizaron dos tipos de muestras: a) particulas de poliestireno rojas y b) células
sanguineas correspondiente a eritrocitos. Las células a estudiar se depositaran
en forma de monocapa sobre un sustrato de vidrio (portaobjetos) colocandolo en
una base disefiada para el arreglo experimental, como se puede observar en la
Fig. 4.1. La muestra esta colocada de manera vertical para que el haz del laser
de 532 nm de longitud de onda incida perpendicularmente, antes de la muestra,
se coloca un diafragma con una abertura de 1 mm. El haz que incide sobre las
células produciendo el patron de esparcimiento resultante de esta interaccion se
proyecta sobre una pantalla traslucida situada a 37 cm. Sobre esta pantalla se
coloca un “beam stop” con el fin de bloquear la intensidad de la luz que pueda
saturar la camara del teléfono celular y solo se conserve la imagen del patrén de
esparcimiento. Se obtendra una imagen del patron proyectado en la pantalla con
ayuda de la camara digital de un celular.
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4.3. PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE PARTICULAS DE
POLIESTIRENO ROJAS.

Se utilizaron dos tipos de muestras para medir el patron de esparcimiento y
calibrar el sistema, realizando monocapas con particulas de poliestireno rojas,
con dos distintos diametros: 5um y 10 um, obteniendo los patrones de
esparcimiento de las monocapas elaboradas con estas particulas bien
caracterizadas en tamano y forma, para realizar el analisis de los resultados
experimentales y compararlos con la parte tedrica. Posteriormente, ya que se
tenia el sistema calibrado, se utilizaron monocapas mezclando estos dos
tamanos de las particulas, para simular anisocitosis o variaciones en el patréon
de esparcimiento. EI método para la realizacion de las monocapas, se describen

a continuacion.

4.3.1 MONOCAPA DE PARTICULAS DE POLIESTIRENO ROJAS.

Como ya se menciond, para calibrar el sistema 6ptico se utilizaron particulas de
poliestireno (Phosphorex, Inc, Visiblex Color Dyed Microspheres, con lote

namero 107228). El procedimiento para realizar la monocapa es el siguiente.

1) Con ayuda de un pincel se depositaron en el portaobjetos cinco barridos
de particulas de poliestireno con diametro de 10 um, hasta obtener una

monocapa con una distribucién uniforme y de alta densidad (Fig. 4.2-(a)).

2) Se realiza el mismo proceso para obtener una muestra con las mismas
propiedades que la anterior, pero con las particulas con diametrode 5 um
(Fig. 4.2-(b)).

Para simular una muestra de personas sanas con dimensiones similares a los
eritrocitos normales se propuso una muestra como la Fig. 4.2-(a), utilizando las
particulas de 10 um. Para simular una patologia como la anemia ferropénica, la

cual como ya hemos mencionado tiene como caracteristica la de presentar
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eritrocitos con un menor volumen corpuscular medio, se propuso la Fig. 4.2-(b),

utilizando las particulas de 5 um.

Figura 4.2. (a) Particulas de poliestireno de 10 um y (b) Particulas de poliestireno de5 ym.(Con amplitud
de 40x).

4.3.2 MONOCAPA DE PARTICULAS DE POLIESTIRENO ROJAS DE
DISTINTOS TAMANOS.

Para simular anisocitosis, es decir, una muestra de eritrocitos de diferentes
tamanos o diametros; y la evolucion de un tratamiento en el que la mayoria de
los eritrocitos, llegan a tener su tamafio normal. Se prepararon muestras en
monocapas utilizando nuestra metodologia mencionada anteriormente,
mezclando las particulas de poliestireno de 5 um y 10 um de didmetro, en las
siguientes proporciones: solucioén 1 (20% de 10 um-80% de 5 um) (Fig. 4.3-
(a)), solucion 2 (50% de 10 um-50% de 5 um) (Fig. 4.3-(b)), solucion 3 (60%
de 10 um-40% de 5 um) (Fig. 4.3-(c)) y solucion 4 (80% de 10 um-20% de
5 um) (Fig. 4.3-(d)).
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Figura 4.3. .Particulas de poliestireno correspondientes a: (a) Solucién 1, (b) Solucién 2, (c) Solucién 3 y
(d) Solucién 4. (Con amplitud de 100x).

4.4 PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE CELULAS
SANGUINEAS (ERITROCITOS).

Para la preparacion de la monocapa de las células sanguineas, se utiliza el
método de frotis, el cual consiste en depositar una gota de sangre de
aproximadamente 2 mm de didmetro en un extremo de un portaobjetos
limpio, esto es para que se forme un extendido largo, pero no muy grueso.
(Fig. 4.4-(a)). Se utiliza un segundo portaobjeto el cual se mantiene en un
angulo de 45° sobre la gota de sangre, moviéndola hacia atras hasta tocar la
gota de sangre (Fig. 4.4-(b)) y posteriormente se mueve el portaobjetos en
sentido contrario, dejando que la sangre se extienda por todo el portaobjetos,

tratando que quede una capa de sangre bien distribuida (Fig. 4.4-(c)).
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Figura 4.4. (a) Gota de sangre depositada al extremo del portaobjetos, (b) segundo portaobjetos acomodado

en un angulo de 45° y (c) distribucion de la sangre dejando una capa delgada.

4.41 MONOCAPA DE CELULAS SANGUINEAS SANAS.

Por medio del frotis o extendido de sangre anteriormente descrito se obtiene
una monocapa de eritrocitos sanos (Fig. 4.5), con la finalidad de tener una
muestra control y poder compararla con el patrén de esparcimiento y perfil de

intensidad tedrico descrito en el Capitulo 3, seccién 3.3.

Figura 4.5. Muestra con de una monocapa de eritrocitos sanos. (Con amplitud de 40x).

4.4.2 MONOCAPA POR SOLUCIONES OSMOTICAS.

Utilizando el mismo método de extendido de sangre anteriormente descrito, se
obtiene una monocapa por solucion osmética. La osmosis es un fenbmeno que
sucede cuando existen dos soluciones en un medio con diferente concentracion

de solutos, esto ocasiona una fragilidad o grado de resistencia de los eritrocitos
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[23, 34]. Cuando el eritrocito alcanza su limite de elasticidad, es decir, se llega al
volumen critico, la hemoglobina de esa célula se difunde en equilibrio dentro y
fuera de la misma. Asi se genera un proceso conocido como 6smosis, que se
refiere al movimiento neto de agua a través de una membrana semipermeable,
desde una zona de baja concentracion de solutos hacia otra de mayor
concentracion [33,_34]. Comunmente se utilizan tres términos para comparar la

osmolaridad de una célula.

o Solucion isoténica: Es cuando las células eritrocitarias se sumergen
en este tipo de solucién, no habra movimiento neto de agua a través
de la membrana, conservando su forma original sin ninguna
deformidad. La solucion isotonica es Cloruro de Sodio (NaCl) a una
concentracion del 0.9% en agua. Tomamos 500 ul de sangre entera y
lo mezclamos en 250 ul de solucion salina. Posteriormente de esta
nueva solucion se tomo una gota de sangre para realizar la monocapa
(Fig. 4.6-(a)).

o Solucion hipoténica: Es cuando las células eritrocitarias se encuentran
en una solucién con menos sal que hay en las mismas células, de esta
manera se ocasiona que entre agua a la membrana provocando que
los eritrocitos se hinchen y pierdan su forma normal, corriendo el riesgo
de reventar. En este caso la solucion hipotdnica se realizé utilizando

agua tridestilada. Tomamos 500 ul de sangre y lo mezclamos en
250 ul de solucion hipotonica. Posteriormente, de esta nueva solucion

se tomo una gota de sangre para realizar la monocapa (Fig. 4.6-(b)).

o Solucién hipertdnica: Es cuando se sumerge a las células eritrocitarias
en una solucion con mayor cantidad de sal que le hay en las células,
provocando que salga agua de ellas haciendo que se encojan y
adquieran una forma de pasa. En este caso la solucion hiperténica fue
utilizando solucion salina con 0.75g de NaCl (sal de mesa). Tomando
500 ul de sangre y lo mezclamos con 50 ul de solucion hipertonica.
Posteriormente de esta nueva solucion se tomd una gota de sangre

para realizar la monocapa (Fig. 4.6-(c)).
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Figura 4.6. Muestra con una solucién: (a) Isoténica (b) Hipoténica e (c) Hiperténica (Con amplitud de
100x).

4.4.3 MONOCAPA DE CELULAS SANGUINEAS CON ANEMIA.

Finalmente, después de los experimentos previos se realizaron las monocapas
provenientes de pacientes con anemia, utilizando de igual manera el método de
frotis 0 extendido de sangre y se realiza una comparacion con la monocapa ce
personas sana. En la Fig. 4.7-(a), se muestra una monocapa para el caso de
personas sanas. En el caso de la monocapa mostrado en la Fig. 4.7-(b), se tuvo
que realizar el proceso de frotis mas de una vez, debido a que, por presentar una
patologia como la anemia, suele generarse el fenobmeno de Roleaux, una
alteracion en los eritrocitos donde se apilan en forma de monedas de manera
muy rapida, ver (Tabla 1.1.). Por lo que el método de frotis tiene que ser rapido

para que se pueda obtener una monocapa.

Figura 4.7. (a) Monocapa células sanguineas eritrocitos sanos y (b) Monocapa células sanguineas

eritrocitos anemia. (Con amplitud de 40x).

-390 -



5. RESULTADOS

Con base en la descripcidn del Capitulo 4, una vez que se tuvo el montaje
mas adecuado para medir las monocapas de particulas de poliestireno rojas y
eritrocitos correspondientes a personas sanas y con anemia, asi como la
metodologia correcta para hacer el frotis, se procedid a medir el patrén de
esparcimiento producido por las monocapas. En este capitulo se describen los

resultados obtenidos para cada una de las muestras que se mencionaron.

51 PROCESAMIENTO DE IMAGENES CON PROGRAMA
MATLAB

Para el procesamiento y andlisis de las imagenes obtenidas por la camara del
teléfono celular, se utilizdé un programa realizado en MATLAB que mide el perfil
de intensidad del patrén de esparcimiento obtenido por una imagen, este
programa consiste en los siguientes pasos: primero hace un corte de la imagen
por la mitad como se ve en la Fig. 5.1-(a), posteriormente a ésta imagen la
convierte a verde, eliminando los colores rojo y azul que pudiera tener la imagen
inicial y que estos pudieran inducir un ruido, ya que se tiene la imagen en verde,
se marca un eje con la funcion axis (lineas blancas), el cual tiene como finalidad
delimitar el eje de rotacién donde va a girar la imagen. Se pide que la imagen
haga un giro total de 180°, variando en cinco angulos (0°, 45° 90°, 135° y 180°),
por cada giro se obtiene el perfil de intensidad (linea punteada amarilla). Estos
perfiles de intensidad los suma y nos reproduce un perfil de intensidad promedio
(Fig. 5.1-(b)), correspondiente al patron de esparcimiento, a partir de este perfil
promedio, se determinéd que los minimos locales se considerarian como
parametro para determinar los anillos obscuros formados por el limite del patron
de esparcimiento y asi poder asociarlos entre si. Ya que los anillos
correspondientes a los maximos locales pueden tener un error al considerar la
intensidad de la luz que pudiera filtrarse y que provoca una saturacion en la

imagen y el primer anillo lo marca como un maximo constante.
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Figura 5.1. (a) Andlisis de imagen, marcando un eje de perfil de intensidad y (b) Perfil de intensidad
promedio.

e NORMALIZACION DE EJES

Para comparar los resultados experimentales con los resultados tedricos, se
normalizaron los datos de los dos ejes, considerando para el eje y
correspondiente al perfil de intensidad de la imagen, se utilizd la funcién
‘normalize” de MATLAB, con el método “norm”, el cual considera el valor maximo
y lo divide entre todos los demas valores. Para el eje x se considero el valor que
corresponde al numero de pixeles en cm, tomando en cuenta el ancho de la
imagen y el numero de pixeles que corresponde a este ancho, para obtener estos
valores se utilizd el programa Imaged, obteniendo que el ancho de la imagen
corresponde a 15.5cm y el valor del numero de pixeles es de 2264 Pix.
Considerando estos valores se utilizo lo siguiente:

Xgpix = 120 M/ ) po = 0.006834 /. (31)
Donde x;4p;, €s la distancia en pixeles correspondiente al eje x.
Este valor se introduce en el programa de MATLAB, sustituyéndolo en la
siguiente expresion:

Xnorm = Xapix X Pixmax/37 om - (32)

Donde x,;p;, corresponde a la expresion (31), Pix,,,, €S el promedio del numero

de pixeles y se toma como pixel maximo del perfil de intensidad obtenido al
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analisis que se describe en la seccion 5.1 y 37 cm corresponde a la distancia de
la muestra hacia la pantalla. Con esta normalizacion se obtienen valores

adimensionales que pueden ser comparados con el modelo matematico tedrico.

52 PERFIL DE INTENSIDAD Y PATRONES DE
ESPARCIMIENTO

Una vez obtenidas las imagenes, se les realiza el procesamiento y analisis
que se describe en la seccion 5.1 de este capitulo, para localizar los minimos
locales, es decir, los anillos obscuros, como caracteristica principal para tener

una “firma” o patron de esparcimiento especifico para cada monocapa.

5.2.1 MONOCAPA POR PARTICULAS DE POLIESTIRENO ROJAS.

Para la calibracion del sistema 6ptico, se utilizaron dos tipos de monocapas unas
de alta densidad y unas de baja densidad, siguiendo el procedimiento descrito
en el Capitulo 4, seccion 4.3.1. Para la simulaciéon de una monocapa de células
sanas, se utilizaron las particulas de 10 um de diametro con una densidad alta,
obteniendo el perfil de intensidad y el patron de esparcimiento de esta monocapa
(Fig. 5.2-(b)). Ahora bien, para la simulacion de una muestra de sangre con
anemia ferropénica, se utilizaron las particulas de 5 um de diametro, con una
densidad baja, capturando el patrén de esparcimiento y obteniendo el perfil de

intensidad de una muestra para su procesamiento y posterior analisis (Fig. 5.3).

Posteriormente se realiza la comparacion entre la grafica tedrica obtenida en el
Capitulo 3, en la seccion 3.2, la cual corresponde a la Fig. 3.3, haciéndole un
acercamiento a la grafica, para que se pudieran apreciar los minimos locales,
como se observa en la Fig. 5.2-(a) y la gréafica experimental obtenida por la
monocapa de alta densidad con particulas de poliestireno de diametro de 10 um
(Fig. 5.2-(b)).
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Figura 5.2. (a) Perfil de intensidad tecdrico, tomando un acercamiento de los minimos locales y (b) Perfil de

intensidad experimental por una monocapa de alta densidad con particulas de poliestireno rojas de 10 um.

Se puede observar que en ambos casos se presentan tres minimos locales en
el perfil de intensidad, los cuales de marcaron como x,, x, Y x5. Para el minimo
local correspondiente a x5 se puede observar, que para el perfil tedrico tiene un
valor de x; = 0.12 y para el perfil experimental un valor de x; = 0.15, por lo que

hay una diferencia entre el calculo tedrico y el experimental del 25%.

Para el caso de la muestra correspondiente a una densidad baja y con particulas
de didmetro de 5 um, se realiza de igual manera la comparacién entre la gréafica
tedrica obtenida en el Capitulo 3, en la seccion 3.2 la cual corresponde a la Fig.

3.4 y la grafica experimental como se puede ver en la Fig. 5.3-(b).
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Figura 5.3. (a) Peffil de intensidad tedrico y (b) Perfil de intensidad experimental por una monocapa de

alta densidad con particulas de poliestireno rojas de 5 um.

Se puede observar que para el perfil teérico presenta dos minimos locales en el
perfil de intensidad, denominados de igual manera x; y x,. Para el perfil de
intensidad experimental solo presenta un minimo local x;, es probable que el
segundo minimo local se encuentre en valores superiores a 0.2, por lo tanto, solo
se compara este primer minimo local con el perfil tedrico, el cual presenta un
valor de x; = 0.08 y con el perfil experimental que tiene como valor de x; = 0.10,

presentando una diferencia entre el calculo tedrico y el experimental del 25%.

A partir de estos resultados correspondientes a las dos monocapas de particulas
de poliestireno y comparadas con su parte tedrica, se procedié con los siguientes

experimentos.

5.2.2 MONOCAPA PARTICULAS DE POLIESTIRENO ROJAS UTILIZANDO
DISTINTOS TAMANOS.

En el caso en que se simula una muestra con anisocitosis o ver la evolucién
de un tratamiento, se utilizaron mezclas de las particulas de poliestireno rojas de
5 umy 10 um de didmetro, en las proporciones que se describen en el Capitulo

4, seccion 4.3 y que se nombraron como: solucion 1, solucion 2, solucién 3 y
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Intensidad Mormalizada

solucion 4. Se obtiene el perfil de intensidad y el patron de esparcimiento, para

cada una de las soluciones de estas monocapas (Fig. 5.4).
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Figura 5.4. Perfil de intensidad y patrén de esparcimiento por una monocapa (a) Solucién 1, (b) Solucién 2
(c) Solucién 3 y (d) Solucién 4.

Para poder visualizar mejor este analisis se realiz6 una tabla comparativa (Tabla
5.1) de los minimos locales del perfil de intensidad que se muestran en la Fig.
los minimos locales del modelo matematico

5.4 anterior, junto con

correspondientes a las particulas de 5 ymy 10 um.
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Tabla 5.1. Minimos locales del perfil de intensidad de particulas de poliestireno.

MUESTRA Solucién Solucion | Solucion | Solucion
Tedrica 1 2 3 4 Teodrica
MINIMO 5um | 80%de | 50%de | 40%de | 20%de | 10um
LOCAL 5um 5um 5um 5um
X1 0.08 0.06 0.05 0.06 0.06 0.05
Xy 0.16 0.10 0.10 0.10 0.1 0.09
X3 - 0.15 0.15 0.16 0.17 0.12

De acuerdo con los datos que se muestran en la Tabla 5.1, se puede observar
la manera en que va disminuyendo en las soluciones el porcentaje de las
particulas de 5 um, el perfil de intensidad va presentando un comportamiento
similar al perfil de intensidad tedrico al de las particulas de 10 um, presentando
tres minimos locales. Estos minimos locales tienen una diferencia entre el calculo
tedrico y el experimental del 20%, para el primer minimo local x; en las
soluciones 1, 3y 4, para el segundo minimo local x, un 11% en las soluciones 1,
2y 3 yun 22% en la solucién 4. Finalmente para el tercer minimo local x5 del

25% en las soluciones 1y 2y 41% en las soluciones 3 y 4.

La importancia de este analisis es percatarnos que a medida que va aumentando
la proporcion de las células con mayor diametro, los anillos se van haciendo cada
vez mas pequenos y el perfil de intensidad va presentando un comportamiento
semejante al perfil tedrico, correspondiente a una muestra de particulas de
10 um, simulando una monocapa de una persona sana. Con base en estos datos
podriamos proponer el monitoreo de una patologia en funcidn de algun

tratamiento que vaya reestructurando el tamafio del eritrocito.
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5.2.3 MONOCAPA DE CELULAS SANGUINEAS SANAS.

Conforme a los resultados anteriores que se obtuvieron con las particulas de
poliestireno para calibrar el sistema optico, se procedié a trabajar con células
sanguineas de donadores sanos proporcionados por el Hospital General de
México “Dr. Eduardo Liceaga”, la preparacion de las monocapas se describe en
el Capitulo 4, en la seccion 4.4.1. Se realiza la comparacion entre la gréafica
teorica obtenida en el Capitulo 3, en la seccion 3.3, la cual corresponde a la Fig.
3.7, haciéndole un acercamiento a la grafica, para que se pudieran apreciar los
minimos locales, como se observa en la Fig. 5.5-(a) y la grafica experimental
obtenida por la monocapa de eritrocitos sanos con un diametro de 8 um (Fig.
5.5-(b)).
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Figura 5.5. (a) Perfil de intensidad tecdrico, tomando un acercamiento de los minimos locales y (b) Perfil de

intensidad experimental por una monocapa de alta densidad con particulas de eritrocitos de 8 um.

Se puede observar que en ambos casos se presentan tres minimos locales en
el perfil de intensidad, los cuales se marcaron como x,, x, y x3. Para el primer
minimo local correspondiente a x; presenta una diferencia del 50%, el segundo

minimo local x, con 25% y para el tercer minimo local x; del 6.2%.
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5.2.4 MONOCAPA POR SOLUCIONES OSMOTICAS.

Conforme a los resultados con las particulas de poliestireno rojas, donde se
simula el monitoreo de una patologia acorde a su tamano, antes de analizar
muestras de pacientes que presentan anemia se propone trabajar con células
sanguineas de donadores sanos proporcionados por el Hospital General de
México “Dr. Eduardo Liceaga”, modificando su forma a través de soluciones
osmaticas. La preparacion de las monocapas se describe en el Capitulo 4, se
nombraron soluciones: isotdnica, hipotdnica, e hipertonica. Para cada muestra
correspondiente a las soluciones osmoéticas mencionadas se obtiene un patrén
de esparcimiento y un perfil de intensidad caracteristico, representado por la

grafica de la Fig. 5.6.
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Figura 5.6. Peffil de intensidad y patrén de esparcimiento por una monocapa (a) Isoténica,
(b) Hipoténica e (c) Hiperténica.
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Para poder visualizar mejor este analisis se realizé una tabla comparativa (Tabla
5.2.) de los minimos locales del perfil de intensidad que se muestran en la Fig.
5.6 anterior, junto con el modelo matematico propuesto en el Capitulo 3, seccion
3.3 correspondiente al perfil de intensidad tedrico (Fig. 3.7.), esto con la finalidad
de observar si es posible notar una diferencia en el perfil de intensidad al

presentar cambios de los eritrocitos en su forma.

Tabla 5.2. Minimos locales del perfil de intensidad de células sanguineas (eritrocitos).

MUESTRA | Teorica
MINIMO 8 um Isoténica | Hipoténica | Hipertdnica
LOCAL
X1 0.06 0.07 0.06 -
X2 0.12 0.17 0.16 -
X3 0.16 - - -

De acuerdo con los datos que se muestran en la Tabla 5.2, se puede observar
que para la muestra donde no tiene una alteracion el eritrocito (isotonica), se
muestran dos minimos locales con diferencia entre el calculo tedrico y el
experimental del 16.6% para el primer minimo local y del 41.6% para el segundo
minimo local, para la muestra donde tiene un cambio en aumentar la forma el
eritrocito (hipotonica), de igual manera presenta dos minimos locales con un
33.3% para el segundo minimo local. Finalmente, para una solucion hiperténica,
el eritrocito vierte todo su contenido al medio (lisis) provocando que pierda
totalmente su forma, los anillos desaparecen de manera que el patron de
esparcimiento pierde los minimos. Esto podria ser usado para evaluar
condiciones en las que se pierde la forma del eritrocito, por ejemplo, en el
fendmeno de Roleaux, donde debido a la agregacién de los eritrocitos y al
apilamiento se pierde la monocapa, asi mismo su perfil de intensidad no presenta

minimos locales.
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5.2.5 MONOCAPA DE CELULAS SANGUINEAS CON ANEMIA.

Finalmente, de estos ultimos resultados se procedié a hacer la comparativa
entre una persona sana y con anemia ferropénica, con sangre proporcionada por
donadores sanos y con anemia procedentes del Hospital General de México “Dr.
Eduardo Liceaga”. La preparacion de las monocapas se describe en el Capitulo

4, seccion 4.4.3.

Primero se realiz6 el analisis de una muestra con anemia ferropénica, como se
ve en la Fig. 5.7, el patrén de esparcimiento que presenta esta anemia es muy
similar al patron de esparcimiento de los eritrocitos suspendidos en una solucién
hipertonica, sin mostrar minimos locales. De acuerdo con el protocolo de salud
y seguridad por la pandemia debido al virus SARS-CoV-2, se pausaron las visitas
y tomas de muestras de pacientes con anemia, por lo que el analisis se realizd
a 10 muestras de sangre de pacientes donadores del Hospital General de México
“Dr. Eduardo Liceaga”. Cabe senalar que, dentro de estos 10 pacientes, dos de
ellos ya llevaban un tratamiento médico, por lo que se realizé la comparativa de
estos pacientes, junto con la de un paciente con anemia y una persona sana
(Fig. 5.8).
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Figura 5.7. Perfil de intensidad y patron de esparcimiento por una monocapa de células sanguineas

con anemia ferropénica
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Figura 5.8. Perfil de intensidad y patron de esparcimiento por una monocapa de células sanguineas

con anemia de (a) paciente 1 con tratamiento y (b) paciente 2 con tratamiento.

Se realiz6 una tabla comparativa (Tabla 5.3.) de los minimos locales del perfil de

intensidad que se muestran en la Fig. 5.7 y Fig. 5.8, junto con el modelo

matematico propuesto en el Capitulo 3, seccion 3.3 correspondiente al perfil de

intensidad teorico (Fig. 3.7), esto con la finalidad de observar si es posible notar

una diferencia en el perfil de intensidad de un paciente que lleve un tratamiento.

Tabla 5.3. Minimos locales del perfil de intensidad de células sanguineas sanas y con anemia.

MUESTRA Teorica
MINIMO Anemia | Paciente 1 | Paciente 2 Sano 8 um
LOCAL

X1 - 0.05 0.04 0.03 0.06
X2 - 0.14 011 0.09 0.12
X3 - - - 0.15 0.16

De acuerdo con los datos que se muestran en la Tabla 5.3, se puede observar

que la diferencia entre una persona sana y el calculo tedrico es de un 50%; para

la muestra de los pacientes 1y 2 que llevan un tratamiento médico, ya se logran
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apreciar dos minimos locales. Para el paciente 1 tiene una diferencia entre el
calculo tedrico y el experimental del 16.6%, mientras que para el paciente 2 tiene
una diferencia del 33.3% para el primer minimo local y del 8.3% para el segundo
minimo local. Comparando el paciente 1 para el primer minimo local con una
persona sana se tiene una diferencia del 66.6% y para el paciente 2 un valor del
33.3%. Con estos ultimos resultados se deja abierta la posibilidad de poder
estudiar el patron de esparcimiento en funcidon del tiempo, para personas que
lleven un tratamiento médico, ya que sus muestras si lograron hacer visibles

minimos locales en el perfil de intensidad.
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6. CONCLUSIONES

En este trabajo se realizaron pruebas con un arreglo éptico relativamente simple
para registrar el patron de esparcimiento producido por una monocapa de
particulas de poliestireno y de células sanguineas humanas. Se utilizé una
camara de celular como sensor para capturar la proyeccion del patrén de
esparcimiento de las monocapas estudiadas sobre una pantalla traslucida. El
sistema Optico propuesto tiene el objetivo de ofrecer las bases para la
construccion de un posible dispositivo portatil, que nos permita determinar la
morfologia promedio de una gran cantidad de particulas o células fuera de un

laboratorio especializado.

Se desarroll6 un modelo tedrico que describe el patron de esparcimiento de una
monocapa de microparticulas tenues (bajo contraste de indice de refraccion)
utilizando la teoria de Aproximacion de Difraccion Andmala (ADA). Este modelo
nos permite simular el patron de esparcimiento de monocapas de particulas con

distintas morfologias y tamanos.

Se realizaron experimentos con las particulas de poliestireno monodispersas de
color rojo de tamanos de 5um y 10 um de diametro. Estos experimentos
permitieron calibrar el sistema Optico para el analisis del patron de esparcimiento

de células sanguineas.

Con en el modelo tedrico de ADA es posible describir el patron de esparcimiento
por particulas de poliestireno y al compararlos con los patrones obtenidos de
forma experimental, se pudo calibrar el sistema optico. Al simular células
sanguineas sanas se tuvo una diferencia del 25% en el tercer minimo local
correspondiente a las particulas de 10 um, en los primeros minimos locales no
se presento6 diferencia. Para mostrar que es posible detectar una malformacion
promedio en los eritrocitos de una muestra de sangre, es decir, que existiera un
cambio en la forma promedio de los eritrocitos por alguna patologia, se
suspendieron eritrocitos sanos en soluciones con diferente concentracion de
NaCl para modificar su forma. En el caso de suspensiones hipotonicas se noté
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una diferencia en la posicion de los dos primeros minimos locales calculados en
el modelo y los observados experimentalmente del 33.3% Por lo que podemos
afirmar que el sistema Optico puede identificar y cuantificar cambios en la
morfologia promedio de los eritrocitos y potencialemente eliminar el error

humano, asociado al analisis por un observador.

Se realiz6 la comparacion de la posicidn del primer minimo local en el patréon de
esparcimiento de los eritrocitos de dos pacientes con anemia que siguen un
tratamiento médico y una persona sana. Encontrando una diferencia del 66.6%
para el primer minimo local correspondiente al paciente 1 y del 33.3% para el
primer minimo local del paciente 2. Estos resultados ofrecen evidencia clara que
el sistema Optico propuesto en esta tesis podria ser de gran utilidad para el

desarrollo de dispositivos rapidos que auxilien al prediagnéstico médico.
Es posible extender este trabajo a futuro, optimizando y estandarizando el

analisis de las imagenes para minimizar el error y la incertidumbre asociado a

las imagenes que nos proporciona el perfil de intensidad.
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