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Notacion

Simbolo | Descripcién
a | tamafio caracteristico de una particula
B campo magnético
C | concentracién de una sustancia en una solucién
D | vector de desplazamiento eléctrico
Dy, | vector de desplazamiento eléctrico en la matriz
_'p vector de desplazamiento eléctrico en el interior de una particula
E | campo eléctrico
E; | campo eléctrico incidente
Eloc | campo eléctrico en la vecindad inmediata de una particula pequena
E, | campo eléctrico en la matriz
E p | campo eléctrico en el interior de una particula
Es | campo eléctrico esparcido
Esph campo eléctrico en el interior de una esfera imaginaria
f | fraccién de llenado
faer | fraccion de llenado de eritrocitos deformados
fery | fraccion de llenado de eritrocitos
f1en | fraccién de llenado de leucocitos
fiym | fraccion de llenado de linfocitos (un tipo de leucocito)
fneu | fraccion de llenado de neutréfilos (un tipo de leucocito)
fpr | fraccion de llenado de parésitos de plasmodium falciparum
fpra | fraccion de llenado de parasitos en desarrollo
fpfm | fraccion de llenado de parésitos maduros
fsanos | fraccion de llenado de eritrocitos sanos
finr | fraccion de llenado de trombocitos
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Simbolo | Descripcién
Ei vector de onda incidente
%m vector de onda en la matriz
Ep vector de onda en el interior de una particula
%s vector de onda esparcido
M | masa
m | indice de refraccion relativo (razén entre 1, y 1)
N | nimero de particulas por unidad de volumen
n | indice de refracciéon
nefr | Indice de refraccion efectivo de una mezcla
Nery | indice de refraccién de un eritrocito
np,o | indice de refraccién del agua
nipa | indice de refraccién de un eritrocito con deficiencia de hierro
My, | Indice de refracciéon de un leucocito
n,, | indice de refraccién de la matriz
Nuue | Indice de refraccién del nicleo de un leucocito
np | indice de refraccién de una particula
nyr | indice de refraccion de un parésito de plasmodium falciparum
Nplasma | Indice de refraccion del plasma sanguineo
Ny, | Indice de refraccion de un trombocito

n
—
>
[0 o,sele/‘m'm

> o
3 >@‘§m3&8

Ex 9 <e&=

densidad de polarizacién
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matriz de amplitud de esparcimiento
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Introduccion

Decir que los tejidos bioldgicos son materiales complejos es decir poco. Su natura-
leza irregular y aparentemente desordenada y las complicadas interacciones entre
ellos hacen que sean dificiles de estudiar por la fisica en una forma simple. To-
das las areas de la fisica cldsica, desde la mecanica hasta el electromagnetismo y
la dindmica de fluidos, han sido aplicadas a un intento por caracterizar la materia
viviente durante siglos; sin embargo, ésta sigue siendo en gran medida un misterio.

Opticamente, muchos tejidos biolégicos absorben luz fuertemente a longitudes
de onda cortas (A < 400 nm). Este hecho deja el esparcimiento de la luz visible
o infrarroja para el estudio de sus propiedades microscépicas — los rayos X han
sido utilizados para estudiar las propiedades macroscépicas del tejido biolégico
durante muchas décadas, pero estas propiedades estdn bien entendidas y no serdn
discutidas en este trabajo. Nos preocuparemos por las propiedades microscépicas
de un tejido particularmente importante, la sangre, y por cémo pueden ser estu-
diadas usando la interaccién de la sangre con la luz visible.

Las teorias de medio efectivo son una manera de simplificar varias propiedades
de los coloides, lo cual permite su estudio. Desafortunadamente, no existe una
teoria que funcione en todos los casos; distintas teorias utilizan aproximaciones que
son apropiadas en distintas regiones del espacio descrito por varios parametros
importantes, como m = ny/ny (el indice de refraccién relativo de las particulas
suspendidas del coloide con respecto al medio de fondo o “matriz”; n, es el indice
de refraccién de las particulas, mientras que 7, es el de la matriz), x = ka (el
producto del nimero de onda de la luz incidente, k, y un tamafio caracteristico
de las particulas, a) y f (la fraccién de llenado de las particulas). La forma de las
particulas suspendidas también es importante. Por lo tanto, las diferentes partes de
un coloide muy complejo generalmente requieren una combinacién de varios en-
foques diferentes. El plasma sanguineo, por ejemplo, estd formado por agua (que
puede ser considerado un medio homogéneo para los propdsitos de este trabajo) y
muchos tipos de moléculas, todas muy pequefias comparadas con la longitud de
onda de la luz visible; los tres tipos de célula sanguinea, por otro lado, son grandes
comparadas con la longitud de onda, y cada tipo de célula tiene una forma dife-
rente. Finalmente, los patégenos que afectan la sangre pueden tener todo tipo de
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formas y tamafios, desde virus poliédricos de tan s6lo unas decenas de nanémetros
de didmetro hasta pardsitos amorfos que pueden llegar a ser macroscépicos.

Este trabajo es una introduccién a los fundamentos de un nuevo método me-
diante el cual puede elucidarse la salud de la sangre de un paciente; el autor des-
conoce otros estudios tan completos del indice de refraccion de la sangre entera
y su aplicacién a la medicina diagnéstica y cree firmemente que muchos de los
resultados presentados aqui son novedosos. Comenzaremos por introducir algu-
nas cantidades y conceptos basicos, tras lo cual derivaremos las teorias de medio
efectivo que son aplicables al estudio 6ptico de la sangre. Después describire-
mos detalladamente la composicion de la sangre y explicaremos cudles teorias
son relevantes para cudles constituyentes. Concluiremos explicando como estas
teorias pueden ser combinadas para formar un modelo con el cual las condiciones
médicas de la sangre pueden ser estudiadas (nuestros resultados aqui no pretenden
ser numéricamente exactos, sino permitir un aprendizaje cualitativo de la natura-
leza de las variaciones en el indice de refraccién de la sangre causadas por enfer-
medades), presentando los resultados de un experimento que llevamos a cabo (el
cual demuestra que es posible realizar mediciones en sangre entera), y discutiendo
el significado de los resultados experimentales y los objetivos que futuros experi-
mentos deben tener.
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Capitulo 1

Conceptos preliminares

1.1 Conceptos fundamentales en electromagnetismo

Una onda de luz monocromatica es un campo electromagnet1c0 (E, B) para el cual
cada parte —el campo eléctrico E y el campo magnético B— satisface la ecuacion
de Helmbholtz,

VxVxE+Ik*E = 0, (1.1.1)

y que, de acuerdo con las ecuaciones de Maxwell, viaja con rapidez constante c en
el vacio (esta constante es la misma en cualquier sistema de referencia). La canti-
dad k se llama el “ntimero de onda”, y A = 27 /k se llama la “longitud de onda”,
pues es la longitud espacial de una oscilacién completa de F. Las soluciones a
la ecuacién de Helmholtz en coordenadas arbitrarias pueden ser bastante compli-
cadas, pero existe una solucién muy simple en coordenadas cartesianas llamada la
“onda plana”. Esta onda estd descrita por

F = Eel(kr—ot) (1.1.2)

donde k = kk se llama el “vector de onda”, k es la direccién en la que viaja la onda,
y w = 27tc/ A se llama la “frecuencia angular”. v = w/27 se llama la “frecuencia”
de la onda. fo, llamado el “vector de polarizacién”, puede referirse a Eg oa Eo,
dependiendo de cudl campo (eléctrico o magnético) representa, pero es perpendi-
cular a k en ambos casos (i.e. la onda es “transversal”; esto no es cierto en general,
pero es cierto en los medios como los que estudiaremos aqui); ademas, E, y By son
mutuamente perpendiculares. A lo largo de este escrito, trabajaremos con campos
eléctricos exclusivamente, pues el campo magnético de cualquier onda —sea o no
plana— siempre puede ser calculado a partir de E y k y, por consiguiente, es re-
dundante; siempre que hablemos de un campo eléctrico, se entiende que hay un
campo magnético presente también.
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Las ondas planas se extienden infinitamente en todas las direcciones perpendi-
culares a la direccién en la que se propagan, k, y no tienen una fuente temporal ni
espacial; son infinitas tanto temporalmente como espacialmente. Obviamente, ésta
es una idealizacién que no ocurre en la vida real, pero es ttil para muchos fines. En
particular, una seccién de onda esférica —que es una onda que viaja radialmente
desde o hacia una fuente puntual y es, por lo tanto, también una aproximacion,
aunque una bastante buena en muchas situaciones— puede en gran medida ser
aproximada como una onda plana cuando el punto de observacién se encuentra
muy lejos de la fuente. Los haces de luz colimados y coherentes, como los laseres,
también pueden ser tratados como ondas planas en muchos casos. Este trabajo
tratard con ondas planas extensivamente. Utilizaremos unidades del sistema inter-
nacional a lo largo del trabajo.

Un campo eléctrico incidente en un material dieléctrico inducira en las molécu-
las del material pequefios dipolos eléctricos al desplazar espacialmente las cargas
positivas y negativas. El grado al que esto ocurre esta descrito por un campo lla-
mado el “campo de desplazamiento eléctrico” y denotado por D. Este campo se
define como

-

D = eE+D, (1.1.3)

donde P es la “densidad de polarizacién” y es una funcién de potencias de E. La
cantidad €g se llama la “permitividad eléctrica” del vacio. Los materiales también
tienen permitividades €. Para materiales inhomogéneos, € es un tensor no-singular
de dimensién 3 y rango 2. La “permitividad relativa” de un material con respecto a
la del vacio se define como €, = €/€. Es también posible generalizar la permitivi-
dad relativa de modo que se tome con respecto a un “medio de fondo” (también
llamado “matriz”) con permitividad €, (en el caso del vacio, simplemente escribi-
mos €, = €p):

Em€r = €. (1.1.4)

A menos que se especifique explicitamente otra cosa, ésta serd la definicién uti-
lizada a lo largo de este trabajo. La “susceptibilidad eléctrica” de un material se
define como x = €, — 1; esto, por supuesto, depende de cudl definiciéon de e,
se utilice, por lo que en este trabajo se entenderd que la susceptibilidad eléctrica
de un material (y, por lo tanto, también cualquier cantidad que dependa de ella,
como el momento dipolar total y la densidad de carga superficial inducidos en una
particula por un campo eléctrico incidente en ella) se refiere al exceso con respecto
al medio de fondo.

Una cantidad relacionada con € y x es la “polarizabilidad eléctrica”, denotada
por «. Esta cantidad caracteriza la respuesta de las moléculas de un material al
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campo “local” en la posicién de las moléculas. Al igual que €, para materiales
inhomogéneos a es un tensor no-singular de dimensién 3 y rango 2.

La “permeabilidad magnética” y de un material cuantifica la respuesta del ma-
terial a un campo magnético externo. Al igual que en el caso de la permitividad,
el vacio tiene una permeabilidad ug. Si v es la rapidez de la luz en un material
con permitividad € y permeabilidad y, estas cantidades satisfacen euv?> = 1. En
este trabajo, asumiremos que la permeabilidad magnética de todos los materiales
es aproximadamente igual a g cuando la frecuencia del campo aplicado es grande.

Una cantidad particularmente importante en la 6ptica es el “indice de refrac-
cién”, denotado por n. Existen multiples formas de definir el indice de refracciéon

de un material; una de ellas es
L (1.1.5)
€00 €0

€ y p estdn definidas en términos de la forma en la que los campos eléctricos y
magnéticos interactiian con un material, por lo que también n sélo es relevante
en el contexto de la interacciéon de luz con el material. Es obvio que el vacio
tiene un indice de refraccién exactamente igual a 1 por definicién, pero el indice
de refraccién de un material es generalmente una funcién de muchas variables,
incluyendo la longitud de onda de la luz que interacttia con el material. Es un
nimero complejo que determina muchos aspectos de la interaccién luz-materia,
como la reflexién, la refraccion, la fase, el esparcimiento y la absorcién de la luz.
La reflexion, la refraccion y la fase estdn caracterizadas por la parte real del indice
de refraccién, mientras que el esparcimiento y la absorcién (en conjunto llamados
“extincion”) estan cuantificados por la parte imaginaria.

1.2 La matriz de amplitud de esparcimiento

Consideremos una onda electromagnética plana descrita por

E; = E;e*= (1.2.1)
(el factor temporal e~"“! estd implicito). El hecho de que sélo aparezca z en vez 7
en el exponente indica que la onda viaja en la direccién z: si k; - 7 = k;z, entonces
k; = 2 (utilizamos la notacién 2 para denotar el vector unitario en la direccién en la
que crece z). Supongamos que la onda viaja a través de un medio homogéneo con
permitividad eléctrica €,, e incide en la superficie de una particula homogénea con
volumen V, permitividad eléctrica €, # €, y forma arbitraria.

En general, la particula esparcira la luz en todas las direcciones (en algunas
mas fuertemente que en otras). Sea ks una direcci6n arbitraria, y sea 6 el angulo
entre k; y k. Para el rayo esparcido en esa direccién, el plano generado por k; = 2
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y ks se llama el “plano de esparcimiento”. Podemos entonces descomponer los
campos incidente y esparcido en componentes paralela y perpendicular al plano
de esparcimiento; éstas estardn denotadas por EiH’ E; , ESH y Es, . El plano de es-
parcimiento estd bien definido para cualquier valor de 6 excepto 8 = 0y 0 = 7,
pero para estos valores podemos tomar EiH arbitrario (pero perpendicular a k;), E;
perpendicular a Eiu y ak;, ESH = Eiu’ y Es, = E; . El hecho de que el plano de
esparcimiento es diferente para cada valor del dangulo azimutal ¢ no tiene impor-
tancia aqui. Notese, sin embargo, que lejos de la particula el campo esparcido se
aproximard a una onda esférica: !

. eiksr .

Es = ik Es,. (1.2.2)
Escribiremos k;, en lugar de k; o ks para hacer explicito el hecho de que el nimero
de onda no es el de la onda en el vacio, sino el de la onda en el medio con indice de
refraccién ny,: k,, = n,kg, donde kg es el nimero de onda en el vacio.

E, siempre sera una funcién de E; (y de otras cosas, incluyendo la forma, el
tamafio y la composicién de la particula).? Puesto que los campos incidente y es-
parcido generalmente tienen dos componentes (recordemos que Ees perpendicu-
lar a k,, y por lo tanto tiene cuando mucho dos componentes distintas de cero) y
cada componente del campo esparcido es una funciéon de ambas componentes del
campo incidente, el factor de proporcionalidad puede ser escrito como una matriz
de 2 x 2. Esta matriz se llama la “matriz de amplitud de esparcimiento” y usual-
mente se denota por S (6, ¢) (puede haber una dependencia en el dngulo azimutal
@ para particulas asimétricas). Se define mediante

Es, _ Ei,,
(5 - o (). s

_ (Su1 Si2
S6,9) = <521 522), (1.2.4)

y sus componentes son

donde todas las Sj; son funciones de 6 y ¢.
Usando las ecuaciones 1.2.1,1.2.2 y 1.2.3, obtenemos
eikmr

Es = lkml’ S(Q,(p) Eio

eikm r

e—ikmz ?mr S(G, §0) Eio

_ eika

eikm(r—2) N
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Capitulo 2

Teorias de medio efectivo para
particulas pequefias

Cuando se trabaja con coloides, en ocasiones es ttil definir un “indice de refracciéon
efectivo” n,. Este es el indice de refraccién que el coloide tendria si fuera un medio
homogéneo. Es, obviamente, una funcién del indice de refraccién del medio, n,,, y
del de las particulas suspendidas en el coloide, 71,, asi como de la forma, el tamafio
caracteristico a (si las particulas son esferas, por ejemplo, a es su radio) y la fraccién
de llenado f de las particulas (f es la fraccién del volumen del coloide que esta
ocupado por las particulas) y de la longitud de onda A de la luz incidente (A denota
la longitud de onda en el medio, no en el vacio).

2.1 Particulas pequefias con volumen definido

La teoria de medio efectivo que veremos en esta seccién proporciona un método
para calcular 7, en el caso particular en el que a < A, lo cual nos permite conside-
rar que el campo eléctrico dentro de las particulas es aproximadamente constante.
En este modelo, que es quiza la teoria de medio efectivo mas simple, 7,7 no de-
pende de A mas alla de la dependencia que esta implicita en 1, y 1,. Cuando las
particulas son esféricas, tampoco hay dependencia en a, su radio.

Consideremos primero un campo eléctrico arbitrario E viajando a través de un
medio con permitividad €. En ausencia de polarizacién, el vector de desplaza-
miento eléctrico (véase la ecuacién 1.1.3) es

D = €E (2.1.1)

(independientemente de si el medio es polarizable, y en general si lo es, aqui
tomaremos en cuenta solamente densidades de carga en exceso y densidades de
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polarizacién en exceso, como se menciond anteriormente, asi que P denotara so-
lamente la polarizacién en exceso de, digamos, una particula suspendida en el
medio. En otras palabras, la polarizaciéon del medio mismo estd implicita en el
uso de € en lugar de €p).

Consideremos ahora una onda plana viajando a través de un coloide formado
por un medio homogéneo con permitividad €;, en el que hay suspendidas muchas
particulas idénticas, pequefias (en el sentido de que 2 < A) y uniformemente dis-
tribuidas con permitividad €.

El vector de desplazamiento serd diferente dentro de la particula y en el medio
de fondo, por supuesto; lo mismo es cierto del campo eléctrico. Sean Dy, y E,,
el vector de desplazamiento y el campo eléctrico en el medio, y sean l_jp y Ep los
vectores correspondientes en el interior de las particulas. La polarizacion en exceso
estd implicita en el uso de la permitividad efectiva €. (el coloide serd tratado como
un medio “efectivo” homogéneo); por esto mismo, estaremos trabajando con los
promedios volumétricos de los vectores de desplazamiento y los campos eléctricos.
El vector de desplazamiento promedio en el coloide estd, entonces, dado por!-2

(D) = eqgs(E), 2.1.2)

donde (E) es el campo eléctrico promedio en el coloide. Por otro lado, tenemos

(D) = (1= f)(Du)+ f(Dp), (2.1.3)
(E) = (1= f)(Em)+ f(Ep). (2.1.4)

Los vectores de desplazamiento promedio en el medio y en las particulas estdn
dados por

(D) = em(Em), (2.1.5)
(Dy) = €, (Ep). (2.1.6)

Finalmente, como se vera en la seccién 2.2, el campo eléctrico promedio dentro de
las particulas es proporcional al campo eléctrico promedio en el medio:

(E)) = K(En). (2.1.7)

Armados con estas ecuaciones, podemos calcular €, en términos de €, €, y f.
Juntando las ecuaciones 2.1.2 a 2.1.6, obtenemos

€off [(1—f) <Em>+f<5p>] = (1—f)em (Em) + fep (Ep).  (21.8)

Usando esto y la ecuacién 2.1.7, obtenemos

Ceff (1—f+fK) <EM> = [(1 — f)em "‘fKeP] <Em>/ (2.1.9)
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de donde

. (1 flem + fKep
eeff = 1—f—|—fK . (2110)

Esta es la ecuacién general para particulas pequefias con un volumen definido y
fraccién de llenado pequena.

El indice de refraccién de un dieléctrico con permitividad eléctrica € y per-
meabilidad magnética u estd dado por la ecuacion 1.1.5. Como se establecié en
la seccion 1.1, para luz incidente con frecuencia v ~ 104 Hz la permeabilidad de
cualquier material es esencialmente igual a la del vacio independientemente de la
naturaleza del material. Esto implica que, para longitudes de onda en el espectro
visible,

no= /. (2.1.11)

La ecuacién 2.1.10 puede, por lo tanto, reescribirse en términos de indices de re-
fraccién como

2 . (1—f)n%1+fKn]29
T 1oy gK

(2.1.12)

Este modelo para el indice de refraccién efectivo tiene la ventaja de que su gene-
ralizacién a coloides con varios tipos de particulas es inmediata;! uno simplemente

sustituye €, Ep, fyKcon {e,e,...,}, {E1,E2,...}, {fi, fa, ...} vy {K1, Ky, ...},
respectivamente, de modo que la ecuacién 2.1.10 se convierte en

e = (1—flem + Zfszee, (2.1.13)

1—f+ Y fiKy

donde f =} f; y todas las sumas son sobre /.

2.1.1 Limites de aplicabilidad

Una de las mayores limitaciones de este modelo es que no puede tomar en cuenta
particulas grandes, pues el campo eléctrico no puede ser considerado constante
dentro de una particula cuyo tamarfio es del orden de la longitud de onda o mayor
(se ha estimado? que el mayor tamafio de particula es 2, = A/2m).

La ecuacién 2.1.10 es vélida para particulas con cualquier forma; la sorprenden-
temente simétrica ecuacion de Maxwell-Garnett,

€€ff — €m
E€eff T 2€m

p m

= f



La relacion de Clausius-Mossotti 9

se obtiene si se calcula K para particulas esféricas (lo cual se haré en la seccién 2.2;
por ahora, simplemente mencionamos que el valor es 3¢,/ (2€,, + ep)). Como se
ha mencionado anteriormente, la longitud de onda es irrelevante al modelo mds
alla de la dependencia de €, y €, en ella y del requisito de que a < A.

Noétese que la ecuacion es invariante bajo un intercambio de particulas por
medio (en otras palabras, la ecuacién permanece igual si pensamos en un material
con permitividad €, que tiene “agujeros” con permitividad €;,), asumiendo que K
no es una funcién de €, y €5, lo cual no necesariamente es cierto. Si realizamos
este intercambio (Em — Ep, €m < €p, f = 1—f,y K+ 1/K),la ecuacién 2.1.10 se
vuelve

¢ _ f€P+(l_f) €m

i f+ =)

fKep+ (1= f)em
fK+1—f

N= Nl=

= €£’ff' (2115)

Si K si es funcién de €) y €, entonces hay que hacer la sustitucién K < K~!; en
este caso, la ecuacion 2.1.10 podria cambiar de forma.

El modelo usualmente se utiliza para fracciones de llenado pequefias, pero
mejoras pueden ser —y, de hecho, han sido— hechas para poder incluir fracciones
de llenado mayores.! La diferencia entre éstas y el modelo original generalmente
estd en la relaciéon entre <Ep> y (E,); en otras palabras, el valor de K cambiara
pero la teoria permanecera intacta por lo demds (nétese que K no necesariamente
serd constante). Estas mejoras pueden considerar fracciones de llenado moderadas,
aunque el requisito de que las particulas sean pequefias es intrinseco a la teorfa.

Una limitacién importante de este modelo es que no toma en cuenta el es-
parcimiento de la luz por parte de las particulas; si €, y €, son reales, también
lo serd €.

Una dltima desventaja del modelo es que requiere que las particulas suspendi-
das sean objetos con un volumen definido y una superficie definida (para que po-
damos definir un exterior y un interior). Como éste no es el caso para dtomos y
moléculas, necesitamos utilizar un enfoque distinto para estudiarlos.

2.2 Larelacion de Clausius-Mossotti

En ocasiones es mads facil o mds apropiado trabajar con la polarizabilidad eléctrica
de las particulas suspendidas en el coloide en vez de con su permitividad eléctrica.
Este es el caso cuando un volumen y una forma no pueden ser definidos para las
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particulas, como en el caso de atomos y moléculas; sin un exterior y un interior
bien definidos, uno no puede hablar de los campos externo e interno ni calcular la
fraccién de llenado de las particulas. La ecuacion de Clausius-Mossotti relaciona
la polarizabilidad de las particulas de un coloide con la permitividad efectiva (o el
indice de refracciéon efectivo) del coloide.

Consideremos nuevamente un campo eléctrico E; viajando a través de un medio
homogéneo con permitividad €,, y encontrandose con una particula pequefia. Co-
mo se ha visto, el campo eléctrico induce un momento dipolar p en la particula;
es paralelo a E.La polarizabilidad « de la particula se define mediante

7 = aEp, (2.2.1)

donde Ej, es el campo eléctrico en la posicién de la particula (al estar trabajando
con particulas pequefias, podemos considerar que este campo es constante). En
general, la polarizabilidad es un tensor (y, en la base en la que es diagonal,
P =y Ejoc ,), pero aqui haremos la aproximacion de que es un escalar.

Consideremos una esfera imaginaria centrada en la particula. Esta esfera debe
tener un radio R mucho mayor que la distancia promedio entre particulas para
que podamos tratar las particulas fuera de ella y las particulas dentro de ella como
un continuo; sin embargo R debe ser suficientemente pequefio para que podamos
considerar que E; y Ej,. son constantes dentro de la esfera. Esto impone la res-
triccién de que f < 1. Trataremos el interior de la esfera como un medio ho-
mogéneo con permitividad €, y su exterior como lo que es — un medio ho-
mogéneo con permitividad €,, en el que hay suspendidas muchas particulas idénti-
cas (y distribuidas aleatoriamente).

El campo local Eloc es la suma del campo incidente Ei y el campo Esph producido
por la polarizacién de la superficie de la esfera;>* puesto que estamos tratando
el material dentro de la esfera como un medio homogéneo, no consideraremos
explicitamente la interaccion electrostdtica entre nuestra particula de interés y las
otras particulas dentro de la esfera (estd implicitamente considerada en el uso de
€ en lugar de ey).

Calcular Esph es inmediato para una esfera si la fraccién de llenado de las parti-
culas es suficientemente pequefia para que el campo eléctrico local en una particula
elegida al azar no se vea influenciada apreciablemente por las particulas vecinas
(f < 1).° La susceptibilidad eléctrica del medio dentro de la esfera (con respecto
al medio exterior) es x = Eeff — €Em- La densidad de polarizacién es, por lo tanto,

P = (eg —em)E; (22.2)
El campo incidente induce una densidad de carga superficial en exceso
c = P
= P cos(0) (2.2.3)
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Figura 2.1. Densidad de carga superficial
en exceso causada por una onda eléctrica
plana incidiendo sobre una esfera. La
onda viaja en la direccién z.

en la esfera, donde 7 es el vector perpendicular a la superficie de la esfera en cada
punto y las coordenadas se han elegido de modo que E; = E, %; la esfera y el campo
incidente se muestran en la figura 2.1. Puesto que Ei y Eloc se asumen constantes
dentro de la esfera, Esph y P también deben ser constantes ahi, por lo que pode-
mos calcular Esph en el centro de la esfera, donde es mas facil. Tenemos, pues, de
acuerdo con la ley de Coulomb,

. 27
Egpn = / ; 47TemR3R sin(0) d0dg

_ 2 - 5

= Inc. 27r/0 cos”(0) sin(0) d6 2
1 -

= —P 224

3€m 4 ( )

donde las componentes x y y del integrando en la segunda linea han sido omitidos
porque, por simetria, su integral es cero.
Usando este resultado y la ecuacién 2.2.2, tenemos

. 1 1\ =
%C:(+)R (2.2.5)

€eff — €m 3em

Si hay N particulas por unidad de volumen en el medio, la densidad de pola-
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rizacion es
P = NP7 (2.2.6)
Juntando las ecuaciones 2.2.1,2.2.5 y 2.2.6, obtenemos

Na - M (2.2.7)
3en eeff‘|’2€m

Esta es la relacién de Clausius-Mossotti. Podemos calcular la permitividad efectiva
de un coloide a partir de ella:

3€, +2Nu

m. (2.2.8)
m

€eff = €m
Sustituyendo la polarizabilidad de una esfera, es posible derivar la ecuacién de
Maxwell-Garnett a partir de la relacién de Clausius-Mossotti.?
Notese que, como N tiene dimensiones de 1/volumen, « tiene dimensiones de
volumen X permitividad (en unidades del sistema internacional, esto es m?-F).
Para un medio con Ni, N, ... particulas por unidad de volumen con polariza-
bilidades a1, a3, . . ., la ecuacién 2.2.7 se convierte en?

Z Nyoy _ €eff — €m (2.2.9)
3em €off +2€m” -

donde la suma es sobre /.

2.21 Limites de aplicabilidad

Aligual que la ecuacién 2.1.10, la relacion de Clausius-Mossotti no puede ser usada
cuando las particulas del coloide son suficientemente grandes para que Ej,. no sea
préacticamente constante. Hemos hecho las mismas aproximaciones para derivar
este modelo que las que hicimos para derivar el modelo anterior, por lo que el
tamarfio limitante deberia ser el mismo para ambos modelos.

La relacién de Clausius-Mossotti es valida solamente cuando f < 1. Si éste no
es el caso, los efectos de las particulas cercanas sobre nuestra particula de interés
deberan ser consideradas. Esto resultara en una expresion diferente para Ej,, que
la que hemos obtenido; Ej,. dejara entonces de ser proporcional a P, por lo que una
expresion tan simple como la ecuacion 2.2.7 relacionando a con €, no existira.

La ventaja principal de la relacién de Clausius-Mossotti sobre la ecuacién 2.1.10
es que es vélida para cualquier tipo de particula, tenga o no un volumen y una
forma definidos, siempre y cuando su polarizabilidad eléctrica sea conocida.
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2.3 El incremento especifico de refraccién

Para muchas sustancias en solucién, se ha mostrado experimentalmente que el
indice de refraccién de la solucién es®

Neff = Ny + 0C, (2.3.1)

donde C es la concentraciéon de la sustancia en unidades de masa por unidad de
volumen y J es una constante llamada el “incremento especifico de refraccién” de la
sustancia. Para mezclas de varias sustancias con concentraciones C,; e incrementos
especificos de refraccién J,, esto se vuelve

Neff = nm—l—Z(SgCg. (2.3.2)

La ecuacién 2.3.1 es, de hecho, una expansion de la relacion de Clausius-Mossotti
a primer orden en N. Usando la relacién de Clausius-Mossotti y la ecuacién 2.1.11,

w — 3egn2, +2Na
9 = "\ Begn2, — Na
3eon?, + 2N d 3eon?, + 2N
| 2C0%m T 2N N 2 2C0%m T VR
M 3eon2, — Na + an \ """ 3eon2, — Na
N=0

Q

N=0
— o, <1 T 22\0] z%n ) . (2.33)
Ahora bien, la concentraciéon de la sustancia es
C = MN, (2.3.4)

donde M es la masa de una molécula de la sustancia, por lo que, definiendo

o
S = — 2.3.5
2eoMn,, ( )

obtenemos la ecuacién 2.3.1.

2.4 Referencias

1. Matzler C: Physical principles of remote sensing: manuscript of the lecture course;
Universidad de Bern (2008); 31-34

2. Sihvola A H: Electromagnetic mixing formulas and applications; The Institution of
Electrical Engineers (1999); seccién 3.1



Referencias 14

3. Priou A: Dielectric properties of heterogeneous materials; Elsevier Science Publishing
& Co, Inc (1992); 104-107

4. Viljanen A & Vanhamaki H: Applications of electrodynamics: lecture notes; Instituto
Meteorolégico Finlandés (2005); 42—43

5. Rothwell E ] & Cloud M ]J: Electromagnetics; CRC Press (2001); seccién 4.6.3

6. Barer R: Refractometry and interferometry of living cells; Journal of the Optical So-
ciety of America 47(6) (1957); 545-556



Capitulo 3

El modelo de van de Hulst

Hasta ahora, hemos visto expresiones simples para 71,5 0 € que funcionan bajo
la condicién de que las particulas sean mucho més pequefias que la longitud de
onda. En muchos casos, sin embargo, esto no es cierto y los modelos anteriormente
mencionados dejan de funcionar. C H van de Hulst construyé un modelo mas
general que tiene la desventaja de involucrar cantidades que muchas veces son
dificiles de calcular; sin embargo, tiene la ventaja de ser valido para particulas de
cualquier tamafio y para un mayor intervalo de fracciones de llenado f.

Considérese una pelicula delgada de un medio homogéneo y no-absorbente
(con indice de refracciéon n,,) que se extiende desde x = —co hasta x = +oo, desde
y = —oo hastay = +ocoy desde z = 0 hasta z = H. Supdngase que hay N
particulas por unidad de volumen y que las particulas son idénticas, estdn orien-
tadas y distribuidas al azar, y tienen indice de refraccion 7, (no necesariamente
constante en todo el volumen de la particula). Supéngase, ademas, que una onda
plana E, = Eio e’ incide sobre la pelicula. Sean 7; el vector que va del origen
O a la j-ésima particula y ﬁj el vector que va de la j-ésima particula a un punto
P = (0,0,d) lejos de la pelicula (d > H).

El campo en P es

N
E(P) = Ei+) E, (3.0.1)
j=1
donde
. okmR; .
E; Rk, S(0) E;. (3.0.2)

Hemos escrito S en vez de Sy (k, ¢ € {1,2}) por simplicidad; en general, la polari-
zacioén de la luz esparcida no serd la misma que la de la luz incidente, atn en la
direccion de incidencia (aunque en el caso de particulas tenues lo es, de modo que

15
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Figura 3.1. Una pelicula de una mezcla
formada por N particulas idénticas por
unidad de volumen suspendidas en un
medio homogéneo. La pelicula tiene grosor
H, y el punto de observacién se coloca a
una distancia d — H del borde cercano de
la pelicula.

S se convierte en un escalar). Similarmente, hemos escrito §(0) en vez de S(0;, ¢;)
porque el hecho de que d > H significa que 6; ~ 0 para toda j (en otras palabras,
R; es casi paralelo al vector que va de O a P). El hecho de que las particulas tengan
distintas orientaciones causara que las S;(0) sean diferentes entre si, pero cuando N
es grande podemos asumir que cada orientaciéon ocurre con la misma probabilidad
y entonces S(0) se refiere a la amplitud de esparcimiento promedio en la direccién
de incidencia, donde el promedio se toma sobre todas las orientaciones posibles: si
una orientacién arbitraria estd definida por una orientacién inicial y dos dngulos
de rotacioén v, ¢ € [0,277), entonces el promedio de S(0) estd dado por

(5(0)) = (zlmz /02" /02”5(0)517011;7, (3.03)

donde S(0) es, por supuesto, una funcién de 7y y . Escribiremos S(0) en vez de
(S(0)) por simplicidad, pero se entiende que nos referimos al promedio.
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Como N es grande, podemos sustituir la suma en la ecuacién 3.0.1 por una
integral.1 Asi, obtenemos

1ka
E(P) = E 4 e / / / SR NSO dxdydzE, (304

donde R = /x2 + y2 + z2. Ahora, para x2 + 2 grande, ¢’*»(R+2) oscila muy rapida-
mente y se cancela por interferencia. Por lo tanto, solamente tomamos la regién
donde x? + y? es pequefio. La expansién de Taylor de R alrededor de x =y = 0 es

R =~ R + 83 X aj y
*=y=0 0 x=y=0 Iy x=y=0
0’R 5 2 2R 2
52 42 eyt OR
x2+y2
) [1+ =3 } (3.0.5)
Ahora bien,
x? +y2 B 26
2 = tan(6), (3.0.6)
de donde
= 27 lkm Z+p /22)
5P NHpdopde S 0.7
/ / —ikyz 1+taﬂ2(9)} papaep (0) E i (3.0.7)

donde p = /x% + y2. Integrando sobre ¢ y notanto que, como explicamos ante-
riormente, solamente la regién donde x? + y* es pequefio (la cual corresponde a
6 ~ 0) contribuye a la integral, esto es

pdoS(0) Ej,

» L 2uNH e elfn(z+07/22)
E(P) = Ei+ — /
( ) ! —lkm 0 z

= 2nNHeknz e g

Eit—Fpm— / do
Kz, o do

Finalmente, notamos que, como ningtn medio es verdaderamente no-dispersivo,

k., es complejo, atin si su parte imaginaria es muy pequefia. Por lo tanto, la expo-

nencial se vuelve despreciable para p grande y tenemos solamente la exponencial

enp =0:

<eikm,02/22) dp S(O) Eio‘ (3.0.8)

" - 27NH etknz "
E(p) = E -7 5(0)E
K

B [1_27TNH

2 s(o)} Ei(P). (3.0.9)



18

Si 27tNS(0)/k2, es pequefio, entonces
E(P) ~ e 2NSOV/K B (P). (3.0.10)

La expresion para una onda de luz transmitida por un medio de grosor H cuyo
indice de refraccién es Meff (el cual, a su vez, estd embebido en un medio de fondo
con indice de refraccién n,,) es

E(z) = ekolngr—m)H E (7). (3.0.11)

Comparando las ecuaciones 3.0.10 y 3.0.11 y recordando que k;;, = n,,ko, tenemos

) 2tNS(0

lko(l’leff—nm) = —kz(), (3012)
de donde

Neff = N [1 —I—iZ;:—SN S(O)} . (3.0.13)

Por lo tanto, podemos (con ciertas limitaciones, pero cudles son estas limitaciones
es irrelevante para este trabajo) pensar que la pelicula estd hecha de un material
homogéneo cuyo indice de refraccién n, esta dado por la ecuacion 3.0.13.

La generalizacién de la ecuacion 3.0.13 a mezclas con varios tipos de particulas
es

271
Neff = N 1+Za ZNgSg(O) , (3.0.14)

donde la suma es sobre /.

Puede llegar a ser bastante dificil calcular S(0) para particulas no-esféricas o
inhomogéneas. Si las particulas son muy pequefias, lo mas sencillo es usar la
ecuacién 2.1.10 o la relacién de Clausius-Mossotti en vez del modelo de van de
Hulst, pero para particulas més grandes esto no es posible. Existen algunas situa-
ciones en las que calcular S(0) es relativamente sencillo (la palabra “relativamente”
es muy importante); la teoria de esparcimiento de Mie proporciona una expresién
exacta para S(0) en el caso en el que las particulas son esféricas, pero, como tra-
bajaremos con muchas particulas no-esféricas a lo largo de este trabajo, la aproxi-
macién llamada “difraccion anémala” serd mas apropiada por ser computacional-
mente mds simple.

La condicién de que d > H no es un requisito para que la teoria funcione; otras
derivaciones? %% no hacen uso de ella. Hemos elegido esta derivacién porque es
intuitiva.



Limites de aplicabilidad 19

3.1 Limites de aplicabilidad

Las tinicas suposiciones hechas en la derivacién de la ecuaciéon 3.0.13 son que N es
suficientemente grande para que todas las posibles orientaciones de las particulas
ocurran con aproximadamente la misma probabilidad y que 7N S (0)H/k2, es pe-
queno. La validez del modelo de van de Hulst para valores grandes de f ha
sido cuestionada; la verdadera pregunta es si TNS(0)H/k?, es suficientemente
pequefio.

Se vera en el capitulo 4 que el nimero de células de un tipo dado (eritrocitos,
leucocitos o trombocitos) por unidad de volumen de sangre es verdaderamente
grande (por lo menos algunos millares por microlitro). También se vera que, para
eritrocitos, f = 0.45 en el caso de hombres adultos sanos y f = 0.40 en el caso de
mujeres adultas sanas. Asumiendo f = 0.45 por ahora y considerando que mo-
delaremos eritrocitos como particulas con un volumen promedio de 97.933 ym?3, el
ndmero de eritrocitos por unidad de volumen es aproximadamente 4.59 x 10° por
microlitro. Nuestos célculos de S(0) para eritrocitos (como se verd, en la aproxi-
macion de la difraccién anémala la amplitud de esparcimiento es un escalar) re-
sultan en una funcién compleja de A cuya parte real es casi monétonamente decre-
ciente y toma valores maximo y minimo de 3, 080.620 y 659.897, respectivamente,
y cuya parte imaginaria toma valores entre —406.483 y 234.149; la magnitud de
S(0) esta entre 760.912 y 3,093.651. Si calculamos 7tN|S(0)|H/k2, para cada A
entre 400 nm y 800 nm, obtenemos H multiplicado por 1.900 x 10~7 yum~!, que
es pequefio (digamos, del orden de maximo 10~2) para valores de H menores o
iguales a 5.26 cm, lo cual es enorme (la parte imaginaria del indice de refraccién
de la sangre entera es tan grande que una pelicula con un grosor de algunas dece-
nas de micras es suficiente para extinguir casi toda la luz incidente). Cualquier co-
rreccion a la ecuacion 3.0.13 debe incluir un término del orden de
[TNS(0)H/K2,]? < 3.61093 x 10~ H2, que, para H < 5.26 cm, corresponde a
una diferencia del orden de maximo 10~* entre el verdadero valor de n y el valor
calculado mediante el modelo de van de Hulst. Como la contribucién de los eritro-
citos a n.¢ es del orden de 10~ tanto en la parte real como en la parte imaginaria,
esto constituye un error menor o igual al 1%. En cuanto a la posibilidad de pruebas
experimentales, peliculas de no méas de 100 ym deben ser usadas; H = 100 ym
implica una correccién al indice de refraccién del orden de 10719, lo cual es diez
mil veces mds pequefio que la contribucién de las células sanguineas que menos
contribuyen, los trombocitos. Por lo tanto, el modelo de van de Hulst es apropiado
para describir sangre entera atin cuando la fraccién de llenado de los eritrocitos sea
muy grande.

Es importante notar que el modelo de van de Hulst es valido tiinicamente para
luz transmitida por el medio en cuestion;® la luz reflejada en su frontera no serd
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afectada del mismo modo que si se reflejara en la frontera de un medio con indice
de refraccion . porque la frontera de la mezcla es fisicamente diferente del resto
del medio: la luz se encontrard con el borde de una particula o con el borde de la
matriz, pero no con el borde de un medio con indice de refraccién Meff- Los dos
métodos para calcular S(0) presentados en este trabajo y el trabajo experimental
que hemos realizado involucran luz entrando en el medio y viajando a través de
él, pero mediciones de 7,7 por reflectancia estdn condenadas a tener resultados
erréneos.

3.2 Lateoria de esparcimiento de Mie

La teoria de Mie es apropiada para describir el esparcimiento de luz por particulas
esféricas. Consiste en resolver la ecuacién de Helmholtz en coordenadas esféricas
para el tipo especifico de particula que se desea estudiar.

La ecuacién de Helmholtz escalar es

(V24K p(F) = 0, (3.2.1)
y la ecuacién de Helmholtz (electromagnética) vectorial es
V x [v X E(?)] —RE®F) = o (32.2)
Para resolver la ecuacion 3.2.1, escribimos

¥(7) = R(r)©(0) 2(9),

de modo que la ecuacién se convierte en

d2R 2 dR 1 d’e 1 4O
<dr2 rdr>®q)+r2R[dez+tan(9)d€
2
+ ! R®d®+sz®q> = 0.

r2 sin?(9) d¢?

La solucién general es!-®

Ra(r) = z\¥(kr), (3.2.3)
@um(0) = P"[cos(9)], (3.2.4)
Dp(p) = €M, (3.2.5)

(£)

donde z;,’ (x) es una funcién esférica de Bessel de orden n y

(_1)m m/2 dnem

P'(x) = T (1—x?) T [(x* —1)"] (3.2.6)
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es el polinomio asociado de Legendre de orden (1, m), que a su vez es la solucién

de la ecuacién diferencial de Legendre,

d2p dpP

(1—x2)—2x—|—[n(n+l)— m }P = o0

dx? dx 1— &2

Las funciones esféricas de Bessel estdn dadas en términos de las funciones de Bessel

del primer tipo ], y del segundo tipo Y, como sigue:

. s
2'(x) = ju(x) = \/ 5 w1 (),
7T
20 () = yulx) = /5 Ve (2),
20 () = P (x) = julx) +iya(x)
20(x) = BP(x) = julx) —iya(x)
Las soluciones a la ecuacién 3.2.2 son -0
= — Yn,m -
Mnm - 7’VX nm't),
n(7) FCESY (Yum7)
L 1 L
Nuyw(7) = %Van,m(r),

donde
(2n+1) (n—m)!
Ynm =
47 (n+m)!
conn € IN.
Los arménicos esféricos vectoriales se definen como?®
= (1
m(0,9) = @nm< ) ©n(9)?,
= (2
wm(0,9) = 1V [0nu(0) Pu(ep)]

Vin(0,9) = w[@ n(0) D) 7],

donde n € N U {0} para Vn(nl yn € N para Vn(n)q yV ,1(?;)1
1,6

Las funciones angulares de Mie se definen como

! [cos
Ty [cos(0)] = _Pns[ir1w()6)]
T, [cos(0)] = _M.

ae

(3.2.7)

(3.2.8)
(3.2.9)

(3.2.10)

(3.2.11)
(3.2.12)
(3.2.13)

(3.2.14)

(3.2.15)
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Sean
k sin(6;) cos(x) £ + sin(6) sin(¢k) § + cos(6x) 2, (3.2.16)
o = 6, (3.2.17)
h = ¢ (3.2.18)

Una onda electromagnética plana viajando en la direccién k puede, entonces, ser
expresada en términos de ondas esféricas como !¢

E() = (Eph+E,0)e""

n=lm=-—n
+B (96 V3200, 90) ) | Num(P), (32.19)
donde
ppy = DMQ1AD) (3.2.20)

YomV/n(n+1)

En la teorfa de Mie, la amplitud de esparcimiento de una esfera estd dada por”

Su(0) = ém[an cos(®)] + i cos(@)]], (3221
Sn®) = o, (32.22)
Sn(0) = 0, (3.2.23)
Sp(0) = ilrm[bn cos(6)] +aym cos(@)]], (3:2.24)

donde a,, y b, se obtienen de las condiciones de frontera en la superficie de la esfera
(para lo cual la expresion de una onda plana en términos de ondas esféricas es
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atil): 1/
(k) S5 — (k)
a, = o ] (3.2.25)
m 1 (mkr) =5te5> = Sn(kr) Sty
i (mkr) el — g () el
b, = T T (3.2.26)
1 (mkr) = i Cn(kr) dtmkr)
donde
_ M
mo= (3.2.27)
Ma(x) = xju(x), (3.2.28)
Ei(x) = xhM(x). (3.2.29)

3.3 Difraccion anémala

Si las particulas en cuestion son grandes, podemos pensar en ellas como medios en
si; la luz viajara a través de ellas como lo haria a través de cualquier otro medio. Si,
ademads, su indice de refraccién 1, (posiblemente inhomogéneo) es muy similar al
del medio de fondo (en cuyo caso se dice que las particulas son “tenues”), serdn casi
transparentes para la luz incidente y causaran una refraccién despreciable; su tinico
efecto significativo serd introducir un cambio de fase 8 en la luz que las atraviese.®
Podemos expresar estas dos condiciones como

kma > 1, (3.3.1)

1y ‘
— -1 < 1L (3.3.2)
M
La cantidad A,, = 27t/k,, denotara la longitud de onda en el medio de fondo.
Consideremos una particula tenue con indice de refraccion uniforme 7,. Nue-
vamente, consideremos que la luz incidente viaja en la direccién z, y coloquemos
el origen de coordenadas en algtin punto de la sombra de la particula de modo que
la particula esté contenida completamente en el semiespacio en el que z < 0.
En algtun punto (x’,/,0) fuera de la sombra de la particula, el campo es igual al
campo incidente; escribimos E (x',y,0) = Ey. En cambio, en algun punto (x,y,0)
dentro de la sombra de la particula, el campo es E (x,y,0) = EO elPxy ), donde

Bx,y) = (kp—km)h(x,y) (3.3.3)
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Figura 3.2. Una particula de forma arbitraria.
La distancia que viaja dentro de la particula
un rayo de luz en la posicién (x,y) se denota
por h(x,y). La particula provoca un cambio
de fase B(x,y) en la luz que la atraviesa.

y h(x,y) es la “altura” de la particula en la posicién (x, y) (en otras palabras, h(x,y)
es la distancia que la luz viaja dentro de la particula en (x, y)). Si 1, no es constante
(dicho de otro modo, si es una funcién de la posicién (x, y, z) dentro de la particula),
sustituimos el lado derecho de la ecuacién 3.3.3 por la integral de kp(x, Y,2) —km
con respecto a z.

La transformada de Fourier de una funcién f(x) es

/jof(x) e " dx. (3.3.4)
La transformada inversa de Fourier de F(k) es
Flx) = % / Z F(K) ¢ d. (335)
Para una funcién de dos variables, tenemos
F(kx ky) = / / Fx,y) e iexthy) gy gy, (3.3.6)
Flxy) = 27'( / / F(ky, k) ek dic dc,, (3.3.7)

Podemos denotar la transformada de Fourier de una funcién f por F([f] y la trans-
formada inversa de F por F~1[F].
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Una propiedad importante de la transformada de Fourier es
d
F [f} — K F[f()], (338)
dx
de donde se sigue facilmente que
AN
]—"[ f} = (ik)N F[f(x)] (3.3.9)

para cualquier N € IN. Elsimbolo Fy, [f(x, y)| denotard la transformada de Fourier
con respecto a y de la transformada de Fourier con respecto a x de la funcién f(x, y).

Conocemos E(x,1,0) para todos los valores de x y y. Sacando la transformada
de Fourier de cada término de la ecuacién de Helmholtz y la primera ecuacién de

Maxwell, V - E = 0, en coordenadas cartesianas, obtenemos

02 =
<azz +k5, k5, — kiy) E(kmy km, z) = 0,

&
kmx gx + kH’Iy gy - ZTZZ == 0

Escribiendo
g(kmx, kmy, Z) - gl (kmx, kmy) eikaZ
= (&0, (ko km,), €0, ey K, ), Eo. (ki Kim, ) ) €722,

la ecuacién 3.3.11 se convierte en

-

(kmx ng + kmy 80y + kmz 502> eikn,ZZ = (km . g) eikmzZ — 0,
lo cual implica que
kw-& = 0

porque e*7:Z nunca es cero. Entonces

kmxgox + kmySOy
&, = —

: Je -k, -k,

(3.3.10)

(3.3.11)

(3.3.12)

(3.3.13)

(3.3.14)

(3.3.15)

Tomando la transformada inversa de Fourier de £ = &j e’m:%, obtenemos

E(x,y,z) = é /W nggeik;'7dkmx Ky,

(3.3.16)
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Utilizando las ecuaciones 3.3.15 y 3.3.16, podemos conocer E(x, y,z) para cualquier
valor de z > 0; basta resolver la integral doble de la ecuacién 3.3.16. Supongamos
que, dado un punto 7 = (x,v,z) tal que r > A, y z > 0, queremos calcular E (7).
Existe un punto 7y = (xo, Yo, zo) tal que
Ok 7o) _ 0k 7o)

Fo Ok 0. (3.3.17)

Este punto se llama “punto de fase estacionaria”. "9 K - To cambia muy poco con
pequefios cambios en Km; en otros puntos, la condiciéon r > A, implica K 7> 1

y, por consiguiente, que eifn T oscila rapidamente, por lo cual ahi el inregrando en la
ecuaciéon 3.3.16 se cancela por interferencia. Ahora bien, en coordenadas esféricas
tenemos

k-7 = 1 [kmx sin(6) cos(¢) + km, sin(0) sin(¢)
+\/m cos(e)} . (3.3.18)
En 7, tenemos que

1k, cos(6)

0 = : = rsin(@) cos(¢) — , (3.3.19)
o, 8, — k6, — k3,
K, -7 Ky, cos(6
0= a%‘? ) _ ¢ sin(6) sin(g) — — cos(6) (3.3.20)
y ko — K, — Ko,

de donde

(K2, — k2, )sm () cos?(g)
s = cos2(0) + sin?() cos?(¢) (3.321)
(k2, — k2, ) sin®() sin(¢)

" cos?(9) +sin?(9) sin®(p)

K2, (3.3.22)
Sustituyendo la ecuacién 3.3.22 en la ecuacién 3.3.21 y despejando k;,,, obtene-
mos

km, = ky sin(0) cos(¢); (3.3.23)

X

sustituyendo este valor de ky,, en la ecuacion 3.3.22 y despejando k;,,, obtenemos

km, = ky sin(6) sin(g). (3.3.24)

y
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La expansion de Taylor de K - 7 alrededor del punto de fase estacionaria (donde
escribimos k,;, = ky,) es

1 | 2(ky-7)

%m . 7_} — kmoi’ + (kmz - kaO )2

20| 0k,
X kmo
92 (Ky - )
+2 POy (km, — k) (e, — Komy,)
7710
0 (K - 7) 2
U (ki — K | 4o (3329)
my -

pues la primera derivada parcial de ky, - ¥ con respecto a ki, 0 ki, es cero en dicho
punto. Reescribimos la ecuacién 3.3.25 como

km 7 =~ kmyr — (Au?+Bv*+Cuv), (3.3.26)

donde hemos despreciado los términos con derivadas de orden mayor a2y

200 .7
T kg
g _ 1 02(ky, - 7)
= ol
2wk,
c o ~ (kn - F)
9, ki, |,
u = kmx_kmxor
v = ky, —k

v Myq *
Recordando que la tnica contribucién significativa a la integral de la

ecuaciéon 3.3.16 es la de los puntos cercanos al punto de fase estacionaria y notando
que dky, = du'y dky,, = dv, la ecuacién 3.3.16 se convierte en

. 1 - . .
E(x,y, Z) = H 50 elkm” //As e—l(A u2+sz+Cuv) du d,U, (3‘3.27)

donde As es un circulo pequefio centrado en (u,v) = (0,0). Ahora bien, para
puntos en el plano uv tales que (1,v) ¢ As, nuevamente e~/(4 W HBUHCUD) ogeila
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rapidamente, pues A, B 'y C son proporcionales a r y r > A. Por lo tanto, podemos
escribir

E(x,y,z2) = —5 8 elkn’ / / (AwHB+Cuv) gy gy (3.3.28)

Pero

Co \? (202
(f +2\ﬁ> i +B* = Au+Bv®*+Cuv, (3.329)

por lo que, haciendo el cambio de variable w := v/A u + (C/2v/A) v y notando que
la diferencial de w es dw = v/Adu + (C/2+/A) dv, obtenemos

w 24 Bf%)v }

E(x,y,z) = 4n2€061k"'/ / ¢ dw dv

1 )
— r zkmr\/7/ fzw dw/ B do

.
- (3.3.30)

V4AB — C?

(la integracion con respecto a u se hace a v constante, por lo que la diferencial de
v en la expresion de la diferencial de w es cero al sustituir du en la integral de la
primera linea).

Recordando que ,/k2, — k2, — k%iy = ky, = ky, cos(f), tenemos que

1 2Ky -7) ro | S
A = —- —2 7 = 1+ —"— 3.31
2R, | 2k | R, cos?(8)]” (3:3.31)
I’IlO - -
1 0%(Ky - 7) ro | ko, ]
B = —2 ———— = 14+ 50— 2 — .3.32
2 R, | T 2k | R, cos?(8)] (3:3.32)
mg - -
0% (Ky, - ) 7 Ky, ki
C — —_ = = —#' 3.3.33
Ok, Okm, - k3, cos?(6) ( )
Sustituyendo esto en la ecuacién 3.3.30, obtenemos finalmente
- ik cos(0) z i .
E(x,y,z) = ——————=&e"™". (3.3.34)

2nr
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Pero
/ / Ey(x,y,0) elmexhny) gy gy (3.3.35)

por lo que

E(x,y,z) _ _ka COS 1kmr/ / El X, ]// (kmxx+kmyy) dxdy (3.3.36)

para toda z > 0 cuando r > A,,. Para z > 1, tenemos que cos(f) ~ 1y la
ecuacion 3.3.36 se reduce a

E(x,y,2) = —;];’"re""mr /_ ) /_ ) Ey(x,y,0) e/ Ckm¥thnyy) gy gy (3.3.37)

Recordemos que Eq(x,v,0) e'®mXHhmd) — E (x,y,0) ek’ = Eyefx), donde
B(x,y) es el cambio de fase introducido por la particula y es cero fuera de la sombra
de ésta. Podemos pensar que el campo total, E, es igual a la suma del campo
incidente, E;, y el campo esparcido por la particula, E;. Pero el campo incidente en
z = 0 es precisamente Eo. Por lo tanto, escribimos

Eo= ol E / / plew) 1] dxdy. (3.3.38)

Recordando la ecuacién 1.2.3, la amplitud de esparcimiento en la direccién de inci-

dencia es
/ / | dxay, (3.3.39)

(fuera de la sombra, p = 0 y por lo tanto el integrando es cero, de modo que
podriamos reducir la regién de integracion de todo el plano xy a cualquier region
que contenga completamente la sombra de la particula). Para particulas homogé-
neas, esto es

/ / np ) h(x,y) dxdy (3340)

Es importante recordar que aqui S(0) es el promedio (sobre todas las orientaciones
posibles de la particula) de la amplitud de esparcimiento en la direccién de inci-
dencia.
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Figura 3.3. Re(n,f) (arriba) y Im(ns) (abajo) para una mezcla formada por un
medio con indice de refraccién constante n,, = 1.33 y particulas esféricas con
indice de refraccién constante np = 1.415 + 0.00091i, fraccién de llenado f = 0.45
y radio a = 2.85943 ym.
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3.3.1 Lavalidez de la difraccién anémala para las células de la sangre

Hemos dicho que la difraccién anémala solamente funciona para particulas que
satisfacen k,a > 1y |n,/n, — 1| < 1. Exactamente qué tanto mayor y menor que
1 (respectivamente) deben ser estas cantidades depende del grado de precisiéon con
el que uno quiera trabajar. Se calculara k,ay |n,/n,, — 1| en el capitulo 4 para los
principales objetos de estudio de este trabajo, las células sanguineas; estas células
tienen k,a € [10,100] y |n,/n,, — 1| =~ 0.07, cantidades suficientemente cercanas a
1 para hacer que sea razonable dudar de la validez de la difraccién anémala para
su estudio.

La figura 3.3 muestra que k;,a es suficientemente mayor que 1y |n,/n, — 1| es
suficientemente menor que 1 para que la difraccién anémala sea apropiada; las cur-
vas de difraccién anémala y las de la teoria de Mie son cualitativamente idénticas
y suficientemente similares numéricamente para que los errores introducidos por
el uso de la difraccién anémala sean despreciables. Las curvas muestran 7,7 como
funcién de A para una mezcla formada por un medio homogéneo con indice de
refracciéon n, = 1.33 y particulas esféricas con radio a = 2.85943 um e indice
de refraccion n, = 1.415 4 0.0009i, para las cuales se tiene k,a € [29.87,59.74]
y [np/nm — 1| = 0.064, valores suficientemente cercanos a aquéllos obtenidos para
las células sanguineas. Aunque los eritrocitos y los trombocitos no son esféricos, el
hecho de que la difraccién anémala se defienda tan bien para particulas esféricas es
un buen indicador de que también debe defenderse (con un error del mismo orden
de magnitud) para particulas elipsoidales.
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Capitulo 4

El indice de refraccion efectivo de
la sangre entera humana

4.1 La composicién de la sangre humana

La sangre es un fluido complejo formado por plasma sanguineo y células de tres
tipos: trombocitos (en humanos también llamados “plaquetas” por su forma), eri-
trocitos y leucocitos. Revisaremos cada componente superficialmente; ademds de
aquello que es relevante para este trabajo, solamente se hard una breve mencién de
la funcién biolégica de cada tipo de célula.

Es importante mencionar que, mientras que medir el indice de refraccién de
sangre pura (no-diluida) experimentalmente presenta grandes dificultades y, por
consiguiente, debe usarse sangre diluida, el anélisis presentado aqui es para sangre
pura. Mientras que los valores exactos de las cantidades involucradas (11, Teff, etc)
obviamente variaran, el comportamiento cualitativo de las curvas obtenidas en este
capitulo y el siguiente serd el mismo en muestras diluidas.

4.1.1 Plasma sanguineo

El plasma sanguineo es en si una mezcla de muchos tipos de 4tomos y moléculas
suspendidos en agua; aproximadamente el 90% del plasma es agua. Las particulas
(d&tomos y moléculas) presentes son tantas que es mejor dividirlas por tipo. A
continuacion se hace un breve recuento de todas las componentes principales del
plasma:!

Los dtomos y iones incluyen protones, oxigeno, iones de sodio, fésforo, iones
de cloro, potasio, iones de calcio, y hierro.

El di6xido de carbono, el bicarbonato (HCO, ™) y el 4cido trico son los tres
compuestos simples principales que pueden ser encontrados en el plasma.

33
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Compuestos méds complejos incluyen glucosa, triglicéridos, y muchos tipos de
enzimas y proteinas no-enzimadticas. Las enzimas principales que existen en la
sangre son fosfatasa acida, fosfatasa alcalina, creatina quinasa y lactato deshidro-
genasa. Las proteinas no-enziméticas son albtimina; componentes 3 y 4; creatina;
creatinina; digoxina; ferritina; fibrinégeno; hemoglobina; inmunoglobulinas A, D,
E, Gy M; a-1, a-2, B y ¥ globulinas; fenitoina; y lipoproteinas de baja densidad y
de alta densidad.

Cada una de estas componentes tiene un rango de concentraciones especifico
que se considera sano. Muchos factores, incluyendo el tiempo transcurrido desde
la Gltima comida de una persona y el contenido de dicha comida, afectan la com-
posicién exacta del plasma, y a su vez las propiedades del plasma (incluyendo su
indice de refraccién) cambian en un periodo menor a un dia. Sin embargo, dado
que los sistemas reguladores del cuerpo usualmente mantienen estas componentes
dentro de sus rangos normales, estos cambios no son demasiado pronunciados y el
indice de refraccién del plasma puede asumirse constante en el tiempo con buena
precision.

4.1.2 Células sanguineas

Los eritrocitos son células anucleadas cuya forma es mas o menos la de un disco
bicéncavo. Transportan hemoglobina a través del torrente sanguineo; esta molécula
se une a una molécula de oxigeno, de modo que los eritrocitos son responsables de
la oxigenacién de todo el cuerpo. Los eritrocitos tienen una concentracién maxima
de hemoglobina de aproximadamente 340 g/L y, en adultos sanos, mantienen una
concentracién cercana a este maximo durante toda su vida.3

Los leucocitos son células esféricas y ligeramente mds grandes. Existen en la
sangre en una concentracién de aproximadamente el 1%. Existen cinco tipos de
leucocitos, aunque algunos tipos pueden ser divididos en subtipos. Los cinco tipos
son neutroéfilos, eosindfilos, baséfilos, monocitos y linfocitos; sus concentraciones
relativas son 62%, 2.3%, 0.4%, 5.3% y 30%, respectivamente. Todos los leucocitos
participan en el sistema inmune del cuerpo, aunque cada tipo de leucocito tiene
una funcién particular. Los leucocitos son las tinicas células sanguineas nucleadas.
Los neutrdfilos, los eosinéfilos y los basoéfilos no tienen nticleos esféricos, sino divi-
didos en varios (usualmente 2-5) “16bulos” interconectados; los monocitos tienen
nucleos con forma de rifién; y los ntcleos de los linfocitos son esféricos y casi tan
grandes como los mismos linfocitos.?

Los trombocitos humanos son células esferoidales anucleadas de 1.5-3 ym de
didmetro y 1-2 ym de grosor.? Generalmente hay alrededor de 300,000 plaquetas
por microlitro en humanos adultos sanos.® Son de gran importancia en la coagu-
lacién de la sangre, la cual a su vez ayuda en la reparacién de tejido dafiado o roto.

No todas las células son idénticas, y la forma y el tamafio exactos de las células
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de un tipo dado pueden variar de forma medible. Esto también es cierto del
nuimero de células por unidad de volumen de sangre; los trombocitos, por ejem-
plo, pueden existir en concentraciones tan bajas como 150,000 por microlitro o tan
altas como 400,000 por microlitro en humanos adultos. Como en el caso del plasma
sanguineo, sin embargo, el comportamiento general de los resultados presentados
en este capitulo es vélido con buena precisién a pesar de estas fluctuaciones.

4.2 Consideraciones y aproximaciones iniciales

El indice de refraccién efectivo de la sangre entera, como el indice de refraccién de
cualquier sustancia, es un niimero; es de poca utilidad por si solo. Es considera-
blemente maés ttil un “espectro del indice de refraccién”, una gréfica del indice de
refraccién como funcién de la longitud de onda. Hemos obtenido varias graficas de
este estilo para este trabajo; serdn presentadas en este capitulo junto con una dis-
cusién de los fenémenos fisicos que cada grafica revela sobre la sangre, al menos
a nivel tedrico. Primero presentaremos graficas para una mezcla formada por eri-
trocitos y plasma sanguineo, pues éstas son por mucho las dos componentes con
las mayores contribuciones al indice de refraccion efectivo de la sangre. Posterior-
mente, estudiaremos el efecto de los leucocitos. Finalmente, anadiremos tromboci-
tos a la mezcla para modelar adecuadamente la sangre entera.

Muchas aproximaciones han sido hechas para hacer este estudio realizable;
calculos més exactos estdn mds alla del alcance de este trabajo. Por ejemplo, hemos
considerado que los indices de refraccion del plasma, el material nuclear y el cito-
plasma son cantidades puramente reales y que los ntcleos de todos los tipos de
leucocito son esféricos. Estas aproximaciones serdn mencionadas conforme se vuel-
van relevantes. Sin embargo, los errores causados por ellas son suficientemente
pequefios para que los resultados obtenidos aqui sean validos cualitativamente y
para que los 6rdenes de magnitud de las cantidades reportadas sean los correctos.
Se verd que un tratamiento mds exacto de la sangre no es necesario para obtener la
informacién importante que se detalla a continuacién.

4.3 Plasma sanguineo

El plasma sanguineo no es, estrictamente hablando, un medio homogéneo. Como
se describi6 en la secciéon 4.1.1, es una mezcla formada por muchos tipos de molécu-
las y 4tomos suspendidos en agua. Opticamente, sin embargo, puede ser conside-
rado homogéneo debido al tamafio tan pequefio de las moléculas; atin el tamafio
de las moléculas mas grandes no sobrepasa algunos nanémetros, mientras que la
longitud de onda de la luz visible se encuentra entre 400 nm y 800 nm. El indice
de refraccién del plasma es una funcién de las concentraciones relativas de estos
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Figura 4.1. El indice de refraccién del plasma sanguineo. Los “escalones” no re-
flejan una propiedad real de la forma de la curva, sino que son producto de la
resolucién relativamente baja de los datos graficados. El indice de refraccién del
plasma se asume real; aunque en realidad debe ser complejo, la parte imagina-
ria es evidentemente muy pequefia, pues el plasma no esparce ni absorbe la luz
fuertemente.

atomos y moléculas. Esto serd discutido en mayor medida en el siguiente capitulo;
por ahora, trataremos el plasma como un medio homogéneo en el cual estan sus-
pendidos tres tipos muy distintos de célula.

La figura 4.1 muestra el indice de refracciéon del plasma; se obtuvo utilizando la
ecuacién 2.3.2 con el indice de refraccion del agua* y los incrementos especificos de
refraccién de las moléculas y los 4tomos suspendidos en el plasma® ® (se asumi6
4.6 g/dL de albtimina, 2.6 g/dL de globulinas y 0.38 g/dL de fibrinégeno; se des-
conoce cudles eran las concentraciones de las otras componentes del plasma). A lo
largo de este trabajo, se considerara que éste es el indice de refraccion del plasma
sanguineo. Cualquier cambio en la concentracién de un tipo de 4&tomo o molécula
presente en el plasma producird un cambio en el indice de refraccién; este cambio
puede ser calculado utilizando la relacién de Clausius-Mossotti (la ecuacion 2.2.7)
si uno conoce la polarizabilidad eléctrica del 4tomo o la molécula en cuestién o
utilizando la ecuacién 2.3.2 si uno conoce su incremento especifico de refraccion
(ambos enfoques son apropiados porque f < 0.1 para todas las componentes).
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4.4 Eritrocitos en plasma sanguineo

Los eritrocitos tienen una forma tinica que hace que los calculos exactos sean de-
masiado largos y sujetos a errores para valer la pena. La superficie de un eritrocito
con su eje de simetria a lo largo del eje z estd descrita con muy buena precisién por
la ecuacién”’

(02 +22)% — 15.3um? p* + 42um? 22 — 1.06pm* = 0, (4.4.1)

donde p = /x2 + 2.

Atn tomando 1 ym como el tamafio caracteristico de un eritrocito (un tamafio
caracteristico mds apropiado estarfa entre 2 y 3 ym), k,a > 10.45 > 1 para todas
las longitudes de onda. Adicionalmente, ]nery/ nm — 1] < 0.073 < 1 para todas las
longitudes de onda. Por lo tanto, los eritrocitos pueden ser modelados apropiada-
mente por la difraccién anémala.

Como se ha mencionado, los eritrocitos no tienen ntcleo. Por lo tanto, mode-
lamos un eritrocito como un saco homogéneo lleno de una solucién de hemoglobina
y agua en la que la concentracién de hemoglobina es cercana a 340 g/L, y podemos
calcular el indice de refracciéon de esta solucién de hemoglobina mediante el mismo
método que se utiliz6 para calcular el indice de refraccién del plasma. La figura 4.2
muestra las partes real® e imaginaria® de este indice de refraccién asumiendo una
concentraciéon de hemoglobina de 355.5 g/L. En lo sucesivo, asumiremos que éste
es el indice de refraccién de un eritrocito sano.

La ecuacién 4.4.1 es una ecuacion polinomial de segundo orden en z“ con solu-
ciones relativamente simples z1 (x, v), z2(x, y); ambas soluciones son reales si y s6lo
si x y y son suficientemente pequefios para que el punto (x,y,0) se encuentre den-
tro del eritrocito. La distancia viajada por un haz de luz que se encuentra en la
posicién (x,y) dentro de un eritrocito es simplemente

2

h(x,y) = Re(z2) —Re(z1), (4.4.2)

donde se asume que Re(z2) > Re(z1) en todos los puntos. Sin embargo, como se
discuti6 en la seccion 3.3, para calcular S(0) para particulas no-esféricas debemos
tomar (S(0)), el promedio de S(0) sobre todas las posibles orientaciones de una
particula. Como los eritrocitos tienen simetria cilindrica, una rotacién alrededor del
eje z no tiene ningun efecto sobre S(0) a pesar de que si cambia el campo esparcido;
para fines de calcular S(0), cualquier orientacién que el eritrocito pueda tener es,
por lo tanto, equivalente a la orientacién dada por una tinica rotacién alrededor de
cualquier eje contenido en el plano xy. La ecuacién 3.3.40 se convierte, entonces,
en
K2 27T poo poo )
(5(0)) = / / / [1— et e dydy,  (@443)
47+ Jo —c0J—c0
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Figura 4.2. Las partes real (arriba) e imaginaria (abajo) del indice de refracciéon de
un eritrocito.

donde 7 es el angulo de rotacién. Cuando el eritrocito rota al rededor del eje y
(elegimos este eje por simplicidad), la ecuacién 4.4.1 se convierte en la ecuacién
polinomial de cuarto orden

A+ AP+ Aiz+A) = 0 (4.4.4)
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Figura 4.3. Comparacién entre la forma real de un eritrocito (izquierda), la
forma definida por la ecuacién 4.4.1 (centro) y la aproximacién de esferoide
(derecha).

con

Ay = 2(x* +y?) +42um? cos?(7y) — 15.3um? sin(y),
Ay = 114.6um?y cos(v) sin(y),
Ay = (P +y*)?+573um?y? sin®(7y) — 15.3um? (x* + y?) — 1.06um*.

Esta ecuacion tiene, por supuesto, cuatro soluciones zj (x,y, 7). Dependiendo de los
valores exactos de x, y y 7, cero, dos o cuatro de estas soluciones pueden ser reales.
Si ordenamos las soluciones de modo que Re(z4) > Re(zz) > Re(zp) > Re(z1),
entonces

h(x,y,v) = Re(zs) —Re(z3) + Re(zz2) — Re(z1). (4.4.5)

El problema de calcular esto es que cada z; es una funciéon extremadamente com-
plicada de x, y y v y que para cada combinacién particular de estas tres variables
el orden correcto de las soluciones es diferente (en otras palabras, cualquier par
de soluciones z,, z;, puede satisfacer z, > zj, para una combinacién de x, yy vy
z, < zp para otra combinacién).

Es apropiado modelar un eritrocito como un esferoide oblato!® con semiejes
mayores a = 3.825 ym y semieje menor ¢ = 1.598 ym:; el error obtenido al usar esta
aproximacion para calcular la excentricidad de un eritrocito a partir de la intensi-
dad de la luz que la sangre transmite (la cual estd estrechamente relacionada con el
indice de refraccién de la sangre) es menor al 2%, por lo que podemos suponer que
en el cdlculo inverso (del indice de refraccién de la sangre a partir de la forma de los
eritrocitos) se tiene un error igual de pequefio. La ecuaciéon de un esferoide es una
ecuacion polinomial de segundo orden independientemente del &ngulo de rotaciéon
7 (una tnica rotacion es suficiente porque el esferoide tiene la misma simetria que
la verdadera forma del eritrocito), y las dos soluciones tienen una forma mucho
mas simple que las de la ecuacién 4.4.4. Sin embargo, la integral de la ecuacién 4.4.3
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debe ser resuelta numéricamente. La figura 4.3 compara un eritrocito real con la
forma definida por la ecuacion 4.4.1 y un esferoide con los semiejes citados arriba.

Al resolver la integral y promediar sobre 7y, hemos calculado el indice de re-
fraccién efectivo de una mezcla de eritrocitos y plasma sanguineo. Por las simetrias
de un esferoide, una rotacién de <y resulta en el mismo valor de S(0) que una
rotacién de 7y + 71/2, una rotacién de 7y + 77 y una rotacién de «y + 37/2. Por lo
tanto, podemos restringir y a valores entre 0 y 7t/2, reduciendo el nimero de pa-
sos en la integracion numérica en un factor de 4. Las variables x, y y 7 fueron
particionadas en intervalos de tamafios tales que la integracién se realizé en 101
pasos por variable, resultando en un namero total de 1,030,301 pasos para cada
longitud de onda; A se tomé en intervalos de 5 nm entre 400 nm y 800 nm, de
modo que la S(0) promedio de un eritrocito esferoidal (y por lo tanto el indice de
refraccién de la mezcla) fue calculada para 81 longitudes de onda. Nuestro método
de integracién numérica fue probado utilizandolo para calcular el volumen de un
esferoide, lo cual hizo con un error de solamente 0.031%. Para el calculo de S(0),
una fraccién de llenado de f.;y = 0.45 se asumi6 para los eritrocitos; ésta es la
fracciéon de llenado en hombres adultos sanos, mientras que la fraccion de llenado
en mujeres adultas sanas es f.;;, = 0.40. Los resultados se muestran en la figura 4.4.

Quiza el fendmeno més obvio es que el indice de refraccion esta lejos de ser
un simple promedio pesado de los indices de refraccién del medio y las particulas.
Las curvas grises muestran dicho promedio pesado y no se parecen a las curvas
verdaderas de n.5. Esto se debe en parte a que el indice de refraccién efectivo toma
en cuenta efectos de dispersion por las particulas y el promedio pesado no lo hace.
Esta es también la razén de que la parte imaginaria del indice de refraccién efectivo
es mayor que la parte imaginaria del indice de refraccién de los eritrocitos.

También es evidente que, mientras que el plasma y los eritrocitos muestran dis-
persiéon normal (el indice de refraccién decrece conforme la longitud de onda crece)
en casi todas partes (y ciertamente en todas partes entre 450 y 800 nm), la mezcla
muestra dispersion anémala (el indice de refraccién aumenta con la longitud de
onda) desde alrededor de 500 nm.

La figura 4.5 es un acercamiento de la parte real de n.s. Muestra con mayor
detalle algunos de los fendmenos mds interesantes de 7.

Entre aproximadamente 425 nm y aproximadamente 450 nm, el efecto de los
eritrocitos es reducir el indice de refraccién en vez de aumentarlo; esto se apre-
cia mejor en la figura 4.6. Curiosamente, esta regién coincide con el maximo de
Re(7,ry) pero no con el de Im(71.y).
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Figura 4.4. Las partes real (arriba) e imaginaria (abajo) del indice de refraccién
efectivo de una mezcla de plasma sanguineo y eritrocitos con fe;y = 0.45 (cur-
vas rojas con marcadores circulares). La cuva azul en la grafica superior muestra
el indice de refraccién del plasma, mientras que las curvas rojas sin marcadores
muestran el de los eritrocitos. Las curvas grises muestran el indice de refraccién
efectivo calculado como un simple promedio pesado de 1y, y 71ery; éstas ilustran el
hecho de que el indice de refraccién efectivo de una mezcla no es simplemente un
promedio pesado de los indices de refraccién de sus componentes.
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Figura 4.5. El indice de refraccién efectivo de una mezcla de plasma y eritrocitos
muestra que la mezcla tiene dispersion anémala desde aproximadamente 500 nm
hasta al menos 800 nm. Como el plasma y los eritrocitos son los mayores con-
tribuyentes a 7,7, la sangre entera también deberia mostrar dispersién anémala
en el mismo intervalo de longitudes de onda.

Los “escalones” pequefios pero notorios que ocurren en varias partes de las
curvas de n,, y Re(neff) son un resultado de la baja resolucién (3 decimales) de los
datos de 1, y no refleja ningtin fenémeno fisico; una examinacién cuidadosa de las
posiciones de estos “escalones” muestra que ocurren en precisamente las mismas
longitudes de onda en la curva de n,, y en la de Re(#,¢), y no existen en la curva de
Im(neff), la cual no depende tan fuertemente de n,,, ni en la curva de Anfy, donde
estan restados de si mismos por la definicion de Angg. Un célculo que utilice una
precisién mayor en los datos del indice de refraccién del plasma no deberia tener
“escalones”.

La dependencia lineal de 7. en f en la ecuacion 3.0.13 significa que cambiar
f simplemente resultard en que la curva de Re(rn,f) se acerque o aleje de la curva
de n,, y en que las curvas de Im(n,) y Anefs se acerquen o alejen del cero. Para
mujeres adultas sanas, todas las graficas son idénticas a las mostradas aqui excepto
por el hecho de que la curva de Re(r,) estd ligeramente mas cerca de la de n,, y
las otras curvas estén ligeramente mas cerca del cero; una grafica de An,/ f seria
idéntica para ambos géneros.
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Figura 4.6. La contribucién de los eritrocitos a la parte real del indice de refraccién
es Angr = Re(ngf) — ny. Existe una ventana entre 400 nm y 500 nm donde
Angff < 0; esto no es intuitivo, pues 1., > 1y, para todas las longitudes de onda,
pero veremos que es bastante comun para particulas tan grandes como las células
sanguineas.

4.5 El efecto de los leucocitos

Trabajar con particulas esféricas nos permitiria omitir el promedio sobre orienta-
ciones en la integracion y también simplificaria considerablemente la forma de
h. Desafortunadamente, no todos los ntcleos de los leucocitos son esféricos y los
leucocitos también tienen citoplasma, de modo que los leucocitos son particulas
inhomogéneas adn si asumimos que el ntcleo y el citoplasma son homogéneos.
Sin embargo, las siguientes tres consideraciones nos permiten modelar los leucoci-
tos como esferas homogéneas: el nticleo tiene un indice de refraccién mucho mayor
que el del citoplasma, que es bastante cercano al del plasma sanguineo; los leuco-
citos se caracterizan por tener nicleos muy grandes (y por lo tanto menos cito-
plasma) que otras células; y los leucocitos ocurren en la sangre en concentraciones
suficientemente bajas para que sea despreciable cualquier error causado por no
tomar en cuenta el citoplasma ni la forma exacta del niicleo. Por lo tanto, mode-
lamos cada tipo de leucocito como una esfera homogénea de un tamafio particular.
Los neutréfilos!! tienen una razén volumétrica ntcleo : citoplasma iguala 1 : 3
(dicho de otro modo, el 75% del volumen de un neutréfilo estd ocupado por su
nucleo) y un radio promedio de 6.5 ym, por lo que fueron modelados como esferas
homogéneas de radio a,,, ~ 6.133 ym y una fraccién de llenado f., = 6.2 X 1073,
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de acuerdo con la concentracién relativa de los neutrofilos citada en la secciéon 4.1.2;
el mismo anadlisis fue usado para obtener los radios y las fracciones de llenado de
los eosinéfilos!?, los baséfilos!?, los monocitos'* y los linfocitos 14 1a siguiente
tabla muestra los radios y las fracciones de llenado:

Leucocito | a (ym) f
Neutréfilo | 6.133 | 6.2 x 1073
Eosinéfilo | 3.780 | 2.3 x 1074
Basofilo | 4.961 | 4.0x10°°
Monocito | 8.550 | 5.3 x 10~*
Linfocito | 3.500 | 3.0 x 1073

Al igual que con los eritrocitos, debemos asegurarnos de que los leucocitos
estén dentro de los limites de la difraccién anémala. Utilizando los radios de la
tabla anterior, k,,a > 36.58 > 1y |1y, /nm — 1| < 0.071 < 1 para todas las lon-
gitudes de onda y para todos los tipos de leucocito, lo cual significa que, efectiva-
mente, se encuentran dentro de los limites de validez de la aproximacién.

El indice de refraccién del nticleo celular no ha sido encontrado en forma ade-
cuada a muchas longitudes de onda, especialmente in vivo; la mayoria de los estu-
dios utiliza una o dos longitudes de onda, y muchos estudios son sobre el indice
de refraccion de células deshidratadas, el cual es bastante mayor que el de células
vivas en condiciones normales. Por lo tanto, el indice de refraccién del ntcleo®®
a 600 nm se utiliz6 para calcular el indice de refraccién a todas las demas longi-
tudes de onda como sigue: Podemos considerar que el ntcleo estd compuesto de
material nuclear (ADN, ARN, proteinas y demds) suspendido en agua (o en cito-
plasma, que es en si una mezcla de otros tipos de particulas y agua). Recordando la
ecuacién 2.3.2, notando que todas las C; son independientes de la longitud de onda
y asumiendo que todos los J, también lo son (lo cual no es cierto, pues dependen
de n,,, pero el error es pequeiio), es evidente que

Y 6Cr = Mpue — n0- (4.5.1)

Conocemos #,c(A = 600 nm) y ny,0(A = 600 nm), por lo que conocemos Y 6,C;.
El indice de refraccién del nticleo a cualquier otra longitud de onda es entonces

= 11,0(A) + M4uuc(600 nm) — 1141,0(600 nm). (4.5.2)

Tomamos 1y, = 1. La figura 4.7 muestra la parte real del indice de refracciéon del
nucleo calculada de esta manera. Como se mencion¢ anteriormente, se asumié que
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Figura 4.7. El indice de refraccién de los leucocitos. Nuevamente, los “escalones”
son un resultado de la baja resolucién de los datos de nyy,0, no parte de la forma
de la curva de ny,,.

la parte imaginaria es igual a cero; de cualquier forma, cualquiera que sea su valor,
su contribucién al indice de refraccién efectivo es despreciable porque Im(1;,,)
debe ser del orden de 102 cuando mucho (como Im(#)) y los leucocitos tienen
una fraccién de llenado muy pequena.

La figura 4.8 muestra el indice de refracciéon efectivo de una mezcla de plasma
y leucocitos donde la fraccién de llenado de los leucocitos es fi,, = 0.01. Es claro
que los leucocitos apenas tienen un efecto en la parte real del indice de refraccién;
la curva de 11y, y la de Re(n,f¢) son indistinguibles. Este efecto es del orden de 1072,
como se muestra en la figura 4.9. Es interesante notar que los leucocitos también
tienen una region en la que reducen el indice de refraccién en lugar de aumentarlo,
aunque ésta se encuentra entre 500 y 700 nm en vez de entre 425 y 450 nm.

El efecto de los leucocitos en la parte imaginaria del indice de refraccién es
cualitativamente distinto del efecto de los eritrocitos en la misma, especialmente
entre 400 y 525 nm. También es cuantitativamente distinta: los leucocitos afectan
la parte imaginaria 10 veces mds que la parte real, mientras que el efecto de los
eritrocitos sobre ambas partes es del mismo orden de magnitud.
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Figura 4.8. Las partes real (arriba) e imaginaria (abajo) del indice de refraccién
efectivo de una mezcla de plasma y leucocitos. Notese que Re(n,fs) es indistin-
guible de n,, a todas las longitudes de onda; esto se debe a que la fraccién de
llenado de los leucocitos es muy pequefia. Nétese también que Im(r,¢) es cua-
litativamente diferente de la parte imaginaria del indice de refraccion efectivo de
una mezcla de plasma y eritrocitos; esto no es una consecuencia de que f,, sea
pequenia, sino de la forma y el indice de refraccién de los leucocitos.
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Figura 4.9. El efecto de los leucocitos en n.. Notese que la curva de Angr es
cualitativamente distinta de la curva correspondiente para una mezcla de plasma
y eritrocitos; no solamente la forma cambia, sino que la ventana en la que An,r < 0
es mas ancha y esta recorrida hacia longitudes de onda mayores.

El efecto de los leucocitos sobre la parte real del indice de refraccion es alrede-
dor de mil veces menor que el de los eritrocitos. Considerando que los eritrocitos
tienen una fraccion de llenado solamente 4045 veces mayor que la de los leuco-
citos (no mil veces mayor), esto resulta muy interesante: los leucocitos tienen un
menor efecto “por unidad de concentracién”, o, en otras palabras,

Ang;(”) An(ery)
log,, Fron < logy Fory

Esto también es cierto para la parte imaginaria del indice de refraccion, aunque la
diferencia entre el efecto de los eritrocitos y el de los leucocitos sobre esta parte es
menor: el efecto de los leucocitos es unas cien veces menor que el de los eritroci-
tos, lo cual significa que el efecto por unidad de concentracién de los leucocitos es
alrededor de la mitad del de los eritrocitos.

La figura 4.10 muestra el indice de refraccion efectivo de una mezcla de eri-
trocitos y leucocitos en plasma sanguineo. Como es de esperarse por la discusiéon
anterior, las curvas de Re(71.¢r) son mutuamente indistinguibles. La diferencia sola-
mente se ve en las curvas de Im(1,), especialmente a partir de 600 nm. La mayor
diferencia ocurre a 800 nm, donde es aproximadamente 2 x 104,
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Figura 4.10. Las partes real (arriba) e imaginaria (abajo) del indice de refraccién
efectivo de una mezcla de plasma, eritrocitos y leucocitos. Las curvas se com-
paran con las correspondientes a una mezcla de plasma y eritrocitos solamente. El
efecto de los leucocitos en Re(r,f¢) es practicamente nulo, mientras que su efecto
en Im(n,f7) es pequefio pero facilmente visible en la gréfica inferior.
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4.6 El efecto de los trombocitos: sangre entera

Los trombocitos son mucho mds pequefios y escasos que las otras células sangui-
neas. Su fracciéon de llenado fue calculada utilizando el volumen promedio de un
trombocito y el niimero de trombocitos por microlitro citado en la seccién 4.1.2; se
obtuvo un valor de fy,, ~ 2.85 x 1073, Esto es un orden de magnitud menor que la
fracciéon de llenado de los leucocitos, por lo que podemos esperar que los trombo-
citos tengan un efecto atin menor. Ademads, los trombocitos son mas tenues que los
leucocitos y los eritrocitos. Por estas razones, no vale la pena calcular su indice de
refraccién a diferentes longitudes de onda como se hizo para los leucocitos; supon-
dremos que el indice de refraccién de los trombocitos es constante; de cualquier
forma, las gréficas para leucocitos y las graficas para eritrocitos muestran que la
forma de la curva de 7. no depende tanto de la forma de la curva de 1, como de
la forma y el tamafio de las particulas.

Tomando el tamafio caracteristico de un trombocito como 1.8 ym, tenemos
kma > 18.81 > 1y |ny,/n, — 1| < 0.022 < 1 para todas las longitudes de onda;
esto significa que, como los eritrocitos y los leucocitos, los trombocitos son de un
tamafio apropiado para ser tratados con la aproximacién de la difraccién anémala.

Modelamos los trombocitos como esferoides oblatos !¢ con semiejes 2 = 1.8 yum
y ¢ = 0.7 ym e indice de refraccién'” ny, = 1.36. La expresion a ser integrada
era, por lo tanto, igual a la de los eritrocitos pero con pardmetros diferentes. La
figura 4.11 muestra el indice de refraccién efectivo de una mezcla de trombocitos
en plasma.

La parte real del indice de refraccién practicamente no es afectada por la pre-
sencia de trombocitos; estas células tienen una contribucion a Re(ns) del orden
de 107°, como se muestra en la figura 4.12. Esto es mil veces mds pequefio que
el efecto de los eritrocitos; la fracciéon de llenado de los trombocitos es alrededor
de 150 veces menor que la de los eritrocitos, por lo que, como los leucocitos, los
trombocitos tienen una menor contribucién por unidad de concentracién que los
eritrocitos. Es obvio por la gréfica de An,¢s que los trombocitos no disminuyen el
indice de refraccién, al menos para luz visible. Recordemos que los eritrocitos lo
disminuyen entre alrededor de 425 nm y aproximadamente 450 nm y que los leu-
cocitos lo hacen entre 500 nm y 700 nm. Al igual que los eritrocitos y los leucocitos,
sin embargo, los trombocitos tienen un mayor efecto a mayores longitudes de onda.

El efecto de los trombocitos sobre la parte imaginaria de n. es 10 veces menor
que su efecto sobre la parte real; esto es diez mil veces méas pequefio que el efecto
de los eritrocitos.
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Figura 4.11. Las partes real (arriba) e imaginaria (abajo) del indice de refraccién
efectivo de una mezcla de plasma y trombocitos. Por su fraccién de llenado
mintscula y su calidad de tenues, los trombocitos tienen efectos despreciables en
ambas partes del indice de refraccion.

Los trombocitos tienen un efecto sobre Im () que es, cualitativamente, bas-
tante diferente del de los otros tipos de célula sanguinea. Los “escalones”, al igual
que antes, son un efecto de la baja resolucién de los datos de 7,,; como el indice
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Figura 4.12. La contribucién de los trombocitos a la parte real del indice de re-
fraccién es del orden de 10~°. Su contribucién a la parte imaginaria es atin menor.

de refraccién de los trombocitos se tomd como constante, los “escalones” no son
atenuados por la forma de la curva de ny, y, por consiguiente, son facilmente vi-
sibles. Lo mads interesante, sin embargo, es la forma de la curva en si. El efecto de
los trombocitos sobre la parte imaginaria del indice de refracciéon no es mds signi-
ficativo para longitudes de onda mayores, sino que alcanza un méaximo cerca de
500 nm. La curva, de hecho, es muy similar a la de la parte real del indice de re-
fraccién efectivo de una mezcla de eritrocitos y plasma, pero reflejada con respecto
al eje horizontal; consideramos que esto no es mds que una coincidencia.

La figura 4.13 muestra la parte imaginaria del indice de refraccién efectivo de
una mezcla de plasma y particulas esferoidales con indice de refraccién ., para
tres excentricidades de los esferoides: 0, 0.825 y 0.875 (la excentricidad de los eri-
trocitos es 0.825, la de los leucocitos es 0, y la de los trombocitos es 0.849, asi que el
intervalo [0, 0.875] cubre las excentricidades de todos los tipos de célula sanguinea);
ninguna de las curvas muestra un comportamiento como el de la figura 4.11. Esto
ciertamente se debe a la diferencia de tamafo entre los trombocitos y los eritro-
citos; no puede deberse al hecho de que ny,, se tomé como constante, pues una
curva de Im(n.y) para particulas mds grandes con indice de refraccién constante
tampoco muestra este tipo de comportamiento (recordemos la grafica comparando
la difraccién anémala con la teoria de Mie).

La figura 4.14 ilustra nuevamente el hecho de que los trombocitos son esencial-
mente invisibles en mediciones del indice de refracciéon de la sangre entera.
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Figura 4.13. La parte imaginaria del indice de refraccién efectivo de una mezcla
de plasma y particulas esferoidales para tres excentricidades de los esferoides.
Ninguna de estas curvas muestra el comportamiento cualitativo visto en la con-
tribucion de los trombocitos a Im (71 ).

4.7 Observaciones

Obviamente, cuando se intente diagnosticar sangre en pacientes reales ninguna
de las curvas experimentales se verd exactamente igual que las curvas mostradas
aqui. Incluso entre individuos sanos de la misma raza, del mismo género y de
la misma edad, existirdn fluctuaciones en el nimero de células de cada tipo por
unidad de volumen, el tamafio y la forma promedio de cada tipo de célula, y el
indice de refraccién exacto de cada componente de la sangre a cada longitud de
onda. Diferencias en historias clinicas, hdbitos alimenticios y condiciones de vida,
y hasta mutaciones genéticas aleatorias, contribuyen a todas estas variables en for-
mas impredecibles. El resultado es que siempre existirdn pequefias fluctuaciones
en las formas de las curvas mostradas en este capitulo y en los valores exactos del
indice de refraccién efectivo de la sangre a cada longitud de onda. Sin embargo, el
orden de magnitud de la contribucién de cada componente y el comportamiento
cualitativo de las curvas serd el mismo para todos los humanos sanos.
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Figura 4.14. Las partes real (arriba) e imaginaria (abajo) del indice de refraccién
efectivo de la sangre entera. Los trombocitos son esencialmente invisibles.

La siguiente tabla resume el orden de magnitud de la contribucién de cada tipo
de célula a cada parte (real e imaginaria) del indice de refraccién efectivo, tanto en
términos absolutos como dividido entre f (o, dicho de otra manera, por unidad de
concentracion):



Observaciones 54

. ) Contribucién absoluta | Por unidad de concentracién
Tipo de célula R I R I
e(ngr) | Im(ngr) | Re(ne) | m(11ef7)
Trombocitos 10~ 10-° 102 1073
Eritrocitos 102 102 102 102
Leucocitos 10> 104 1073 102

El lado izquierdo de esta tabla, que muestra el orden de magnitud de la con-
tribucion absoluta de cada tipo de célula a 7., hace evidente el hecho de que so-
lamente los eritrocitos y los leucocitos tienen contribuciones medibles; de hecho, la
contribucién de los leucocitos esta en el limite de medibilidad para la mayoria de
los refractémetros estdndar, y la interferometria de luz coherente no es muy factible
porque la sangre extingue la luz coherente muy rdpidamente. Los trombocitos son
absolutamente invisibles; es probable que las fluctuaciones naturales mencionadas
arriba causen desviaciones de las gréaficas mostradas que sean al menos uno o dos
6rdenes de magnitud mayores que el efecto de los trombocitos. Por lo tanto, usar
el modelo presentado aqui para diagnosticar cualquier enfermedad que afecte ex-
clusivamente a los trombocitos es imposible.

El lado derecho de la tabla, por otro lado, muestra que todos los tipos de célula
tienen contribuciones por unidad de concentracién que son de orden de magnitud
similar. Sin embargo, lo mds interesante estd precisamente en las diferencias. Es
bien sabido que el tamafio de las particulas en un coloide juega un papel crucial
en la contribucién de las particulas al indice de refraccién efectivo del coloide. Sin
embargo, determinar el efecto exacto del tamafio de las particulas sobre la magni-
tud de la contribucion de las mismas a 7, no es trivial. Al menos para las células
sanguineas, la regla general parece ser que las células més pequefias tienen efec-
tos mds significativos sobre la parte real del indice de refraccién efectivo que sobre
la parte imaginaria del mismo, mientras que las células més grandes tienen un
mayor efecto sobre la parte imaginaria. Obviamente hay una transicién suave en-
tre pequefio y grande, y los eritrocitos parecen encontrarse en el punto exacto de
esta transicion en el que la contribucion a ambas partes de 7, is igual de grande.
La razén de la transicién es que las particulas mds grandes generalmente dispersan
la luz més fuertemente (mientras no sean demasiado grandes). También es sabido
que las particulas grandes son, en general, menos visibles que las pequefias en lo
que se refiere a contribuir a Re (7).

Los leucocitos y los trombocitos contribuyen a Im(#,) a pesar de haber sido
modelados como particulas con indices de refraccién reales; esto, junto con el hecho
de que la contribucién de los eritrocitos a Im(7,¢r) es mayor que la parte imaginaria
de su propio indice de refraccion, refleja el esparcimiento por parte de las células.

La gréafica que muestra las curvas para eritrocitos de distintas excentricidades
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nos dice que la forma de las particulas, aunque menos significativa que su tamafo,
juega un papel importante en determinar la forma de la curva de n,. Los eritro-
citos son por mucho las células que més contribuyen a 7., por lo que esto es mas
visible en sus curvas correspondientes; mientras que el hecho de que la mayoria
de los leucocitos no tienen realmente ntcleos esféricos obviamente cambiard las
formas de las curvas de An,y y Im(n,) correspondientes a estas células, el efecto
de estos cambios serd despreciable comparado con otros efectos, como un cam-
bio en el nimero de células de cualquier tipo (excepto trombocitos) por unidad de
volumen o cualquier efecto que afecte la forma de los eritrocitos; similarmente, es
probable que las enfermedades que afecten el indice de refraccién del citoplasma
de los leucocitos tampoco sean muy faciles de detectar, ya que la contribucién del
citoplasma estéd fuertemente atenuada por la de los ntcleos de los leucocitos y la
de los eritrocitos. Aunque las curvas de 7, mostradas en este capitulo muestran
poca relacion con las curvas de 7.y, 1, Y 41y, S€ VErd que una alteracion drastica
a 1ery tiene un efecto inmediatamente detectable en el indice de refraccion de la
sangre. Podemos, por lo tanto, concluir que los factores que mas contribuyen a Neff
son los indices de refraccién del plasma y los eritrocitos, las formas geométricas
de los eritrocitos (principalmente) y los leucocitos (probablemente no a un grado
suficientemente grande para ser facilmente visible) y las fracciones de llenado de
los eritrocitos y los leucocitos.
Todo esto serd discutido con mayor detalle en el capitulo 5.
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Capitulo 5

La luz como herramienta para el
diagnostico de sangre

Este capitulo discutira la posibilidad de utilizar la informacién contenida en las
gréficas anteriores y varias nuevas graficas para diagnosticar la sangre entera uti-
lizando tinicamente luz de distintas longitudes de onda en el espectro visible.

Nuestro enfoque principal estd en las enfermedades que afectan las células
sangui-neas; aunque otros tipos de enfermedad seran brevemente mencionados,
un andli-sis completo no ha sido realizado y se encuentra més alld del alcance de
este trabajo.

Como en el capitulo 4, el anélisis presentado aqui es para sangre no-diluida.
Se le recuerda al lector que la naturaleza cualitativa de las curvas obtenidas sera el
mismo para sangre diluida que para sangre pura y, por lo tanto, el analisis realizado
en este capitulo es vélido atn para sangre diluida.

5.1 Enfermedades no-patogénicas

Existen muchas enfermedades que afectan una o mas de las componentes de la
sangre. Discutiremos el efecto de las més importantes sobre 71,.

5.1.1 Enfermedades que afectan el plasma sanguineo

Cualquier condicién que afecte la composicién del plasma causard un cambio en 1,
y, por lo tanto, un cambio en 7,¢. La composicién del plasma cambia de forma na-
tural en el transcurso de un dia por la alimentacién (por ejemplo, el nivel de glucosa
en la sangre aumenta inmediatamente después de cada comida), pero asumiremos
que las condiciones patoldgicas tienen efectos mayores sobre 1,, que estas fluctua-
ciones naturales.

57
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Dependiendo de si conocemos los incrementos especificos de refraccién o las
polarizabilidades eléctricas de las componentes moleculares y atémicas del plasma,
podemos usar la ecuacion 2.3.2 o la relaciéon de Clausius-Mossotti (respectivamente)
junto con la ecuacién 2.1.11 para calcular el indice de refraccién del plasma dada
una combinacién particular de concentraciones de sus componentes; las curvas de
ny, resultantes revelaran si los distintos desérdenes del plasma son distinguibles
entre si.

5.1.2 Enfermedades que afectan a los eritrocitos

La mayoria de las enfermedades que afectan a los eritrocitos son tipos de anemia.
Las anemias se clasifican dependiendo de varios factores, incluyendo su causa y las
condiciones exactas de los eritrocitos en el torrente sanguineo, pero todas resultan
en una deficiencia en el transporte de oxigeno. La policitemia es un exceso de
eritrocitos y resulta en una mayor viscosidad de la sangre, lo cual puede tener
consecuencias similares a las de la anemia.

Anemia falsiforme

La anemia falsiforme es un desorden genético en el que el gen que codifica para la
hemoglobina sufre una mutacién puntual. El organismo produce una variante de
la hemoglobina llamada “hemoglobina s”, y el resultado de esto es que 4%—44%
de los eritrocitos en el torrente sanguineo contienen esta molécula alternativa y se
deforman permanentemente.! Las células deformadas adquieren forma de media
luna o de elipsoide alargado; se atoran facilmente en vasos sanguineos estrechos,
y sus membranas son menos flexibles que las de los eritrocitos sanos, por lo que se
rompen facilmente. El resultado final es una deficiencia en el nimero de eritrocitos
y en la habilidad de los eritrocitos deformados restantes para transportar oxigeno.

Las células con forma de media luna no son faciles de modelar y carecen de las
simetrias requeridas para que el calculo de S(0) sea sencillo. Aunque algunas des-
cripciones matematicas aproximadas han sido propues’cas,2 éstas no son exactas;
por ejemplo, una de las geometrias propuestas considera dos parabolas

x = b—a%yz (5.1.1)
y
x = d—adzyz (5.1.2)

cond > b > 0y modela un eritrocito como un prisma cuya base es el 4rea entre las
parédbolas y cuya altura es constante.
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Debido principalmente a la dificultad de calcular S(0) para un eritrocito con
forma de media luna y a la falta de modelos geométricos exactos para estas células,
asumiremos que todos los eritrocitos deformados adquieren forma de elipsoide
alargado. Esta forma es correcta para muchos de los eritrocitos deformados, y se
verd que el efecto de los eritrocitos deformados sobre 7. es tan pequefio com-
parado con el efecto de la falta de eritrocitos sanos que cualquier error introducido
por la desviacién de su forma exacta es despreciable.

No todas las células se deforman en la misma medida. Un paciente con ane-
mia falsiforme tiene eritrocitos deformados severamente y permanentemente pero
también eritrocitos deformados menos gravemente y reversiblemente. Estos ulti-
mos adquieren una forma sana y la flexibilidad original cuando se oxigenan.?® Por
esta reversibilidad y porque su deformacién es menor que la de los eritrocitos per-
manentemente deformados, los eritrocitos reversiblemente deformados se tomaran
como eritrocitos sanos y consideraremos solamente dos tipos de eritrocitos: perma-
nentemente deformados y sanos.

Para obtener las dimensiones de los eritrocitos deformados, varias fotografias
de muestras de sangre de distintos pacientes con anemia falsiforme fueron exami-
nadas y los semiejes de los eritrocitos deformados fueron medidos y comparados
con los radios de los eritrocitos sanos. Conocemos el radio promedio de un eritro-
cito sano (3.825 um), por lo que podemos obtener las longitudes promedio de los
semiejes de las células deformadas. Se obtuvo (a) = 6.19 yumy (b) = 2.02 ym, y el
tercer semieje se tomé como ¢ = 1.598 ym.

En nuestro modelo, el volumen de un eritrocito deformado es 0.86 veces el de
un eritrocito sano. Por lo tanto, tenemos fracciones de llenado fz,r € [0.0154,0.1696]
Y fsanos € [0.252,0.432] (asumiendo que f.;;, = 0.45 en un paciente sano). Es ya
evidente que, atin cuando 44% de los eritrocitos estén deformados, los eritrocitos
sanos probablemente tendran un efecto mayor en 7.

Aun utilizando este modelo simplificado (elipsoides) para los eritrocitos defor-
mados, el costo computacional de calcular S(0) es grande. La razén principal de
esto es que la simetria reducida de un elipsoide con respecto a un esferoide sig-
nifica que ahora debemos tomar en cuenta dos rotaciones, aumentando el nimero
de variables de tres (x, y y y) a cuatro (x, y, v y ) y, por consiguiente, aumentando
el niimero de pasos por longitud de onda de 1,030,301 a 104,060,401. Ademas del
incremento en el nimero de pasos, la expresién para i es mds complicada y re-
quiere de mds tiempo de computacién. El resultado final es que el célculo de S(0)
para eritrocitos deformados habria tomado mads de cien veces mds que para eritro-
citos esferoidales. Nuestra solucién fue reducir el niimero de pasos por variable
por longitud de onda a 11; asi, el nimero total de pasos por longitud de onda fue
14,641. Para estimar el error introducido por tal reduccién de resolucién, se volvié
a calcular n,¢ para eritrocitos sanos utilizando solamente 11 pasos por variable por
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Figura 5.1. Las partes real (arriba) e imaginaria (abajo) del indice de refraccién
efectivo de sangre sana y sangre con anemia falsiforme. Los ntimeros entre
paréntesis indican el porcentaje de eritrocitos deformados.

longitud de onda y se determiné el tamarfio del error en ese calculo. El error fue de
entre 0.01% y 0.04% para la parte real y entre 0.032% y 2.39% para la parte imagi-
naria, y eso fue asumiendo una fraccién de llenado f = 0.45 (2.65 veces la mayor
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Figura 5.2. Angys para sangre sana y sangre con anemia falsiforme. Los ntimeros
entre paréntesis indican el porcentaje de eritrocitos deformados.

fracciéon de llenado posible de los eritrocitos deformados), asi que consideramos
que es suficientemente pequefio para poder ser ignorado. El valor absoluto del
error es del orden de maximo 10~* para la parte imaginaria y méaximo 107 para
la parte real, por lo que es menor o igual al efecto de los leucocitos en la parte
imaginaria y menor que el efecto de cualquier tipo de célula en la parte real.

Las figuras 5.1 y 5.2 muestran el indice de refraccién efectivo de sangre entera
sana y de sangre entera con anemia falsiforme. Las figuras 5.3 y 5.4 comparan
un caso moderado de anemia falsiforme (24% de los eritrocitos estan deformados)
con un escenario en el que 24% de los eritrocitos simplemente estdn ausentes. Las
graficas en las dltimas dos de estas figuras revelan que los eritrocitos deforma-
dos tienen una contribucién a 7. cualitativamente igual que la de los eritrocitos
sanos pero cuantitativamente mdas pequefia (aunque no despreciable). Por lo tanto,
la anemia falsiforme de una severidad dada (donde “severidad” se refiere al por-
centaje de eritrocitos que estdn deformados) debe ser imposible de distinguir de
una anemia apldstica un poco menos severa (este tipo de anemia serd estudiado
mas adelante) utilizando solamente mediciones de 7,5; mediciones del hemato-
crito (la fracciéon de llenado de los eritrocitos) podrian ayudar a distinguir entre
los dos tipos de enfermedad, pero eso vence el propésito de este trabajo, que es
establecer un método de diagnoéstico no-invasivo y no-destructivo.
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Figura 5.4. Comparacion de An, para sangre sana, sangre con anemia falsiforme
moderada (24% de los eritrocitos estan deformados) y sangre en la que simple-
mente faltan 24% de los eritrocitos.

Anemia por deficiencia de hierro

Como se mencioné en el capitulo 4, un eritrocito sano contiene alrededor de
340 g/L de hemoglobina. Esta molécula tiene como ntcleo un dtomo de hierro, y
es este 4tomo el que se une a una molécula de oxigeno y permite que los eritrocitos
oxigenen el cuerpo. Cuando la concentracién de hemoglobina en los eritrocitos de
una persona decrece a menos de 110 g/L, la persona sufre de anemia por deficien-
cia de hierro.* Esta condicion causa que el cuerpo produzca menos eritrocitos y que
éstos sean mds pequenos y considerablemente mds oscuros; el volumen promedio
de un eritrocito con deficiencia de hierro es menor a 80 ym>, que es aproxima-
damente el 81.7% del volumen de un eritrocito sano, y puede ser tan bajo como
65 um? (66.4% del volumen de un eritrocito sano) en casos severos.’

Los eritrocitos con deficiencia de hierro fueron modelados como esferoides con
la misma excentricidad que los eritrocitos sanos pero solamente 81.7% o 66.4% de
su volumen y un indice de refraccién nypa # ney. Debe tenerse precaucion al
elegir un valor para np; el mejor procedimiento posible serfa medir el indice de
refraccién de los eritrocitos con deficiencia de hierro a distintas longitudes de onda.
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Figura 5.5. Las partes real (arriba) e imaginaria (abajo) del indice de refraccién
efectivo de sangre sana y sangre con diferentes grados de anemia por deficiencia
de hierro. Los niimeros entre paréntesis indican el volumen de los eritrocitos.

Como tal medicién era imposible para el autor de este trabajo y no existen datos en
la literatura, se tom6 un promedio pesado del indice de refracciéon de los eritroci-
tos sanos y el del agua (asumiendo que el interior de un eritrocito es simplemente
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Figura 5.6. Angs para sangre sana y sangre con diferentes grados de anemia por
deficiencia de hierro. Los nimeros entre paréntesis indican el volumen de los
eritrocitos.

hemoglobina y agua y que la ecuacién del incremento especifico de refraccién es
vélida para una solucién de hemoglobina, es razonable hacer esto), pero se desco-
noce si éste es verdaderamente el indice de refraccién de un eritrocito con deficien-
cia de hierro. Mds atin, n;p4 depende de la concentracién exacta de hemoglobina
en los eritrocitos, por lo que variara con la severidad de la enfermedad. Las graficas
correspondientes a la anemia por deficiencia de hierro presentadas aqui son sim-
plemente una estimacién hecha por el autor.

Como puede apreciarse en las figuras 5.5 y 5.6, la anemia por deficiencia de
hierro cambia completamente la forma de las tres curvas; el comportamiento cuali-
tativo de las curvas correspondientes a esta enfermedad es notablemente diferente
del de las curvas correspondientes a sangre sana. Esto deberia hacer que esta en-
fermedad particular sea extremadamente facil de diagnosticar con el método pre-
sentado aqui. La severidad de la enfermedad también puede ser determinada por
el valor numérico de las partes real e imaginaria del indice de refraccién a casi
cualquier longitud de onda.
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Figura 5.7. Las partes real (arriba) e imaginaria (abajo) del indice refraccién efec-
tivo de sangre sana y sangre con talasemia. Los ntimeros entre paréntesis indican
el volumen de los eritrocitos.
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Figura 5.8. Angs para sangre sana y sangre con talasemia. Los ntimeros entre
paréntesis indican el volumen de los eritrocitos.

Las formas (pero no los valores numéricos ni su orden de magnitud) de las cur-
vas recuerdan a las curvas correspondientes a la contribucién de los trombocitos.
Es evidente que el tamafio de las particulas tiene un efecto enorme en la naturaleza
cualitativa de las curvas de Neff; los eritrocitos con deficiencia de hierro no son tan
pequefios como los trombocitos, pero son més pequefios que los eritrocitos sanos.
El cambio en el indice de refraccién de los eritrocitos (que, insistimos, es simple-
mente una estimacion por parte del autor) también juega un papel importante,
como serd evidente en las gréficas de n. correspondientes a la talasemia.

Talasemia

La talasemia es un tipo de anemia que causa que los eritrocitos sean més fragiles y,
por lo tanto, sean destruidos maés facilmente. Los eritrocitos talasémicos también
son mds pequefios que los sanos. Por lo tanto, la tinica diferencia (hablando en
términos de 7,¢) entre la anemia por deficiencia de hierro y la talasemia debe estar
en el indice de refraccién de los eritrocitos. Al igual que la anemia por deficiencia
de hierro, la talasemia hace que los eritrocitos tengan un volumen menor a 75 ym?

y, en casos severos, menor a 65 ym?3.°
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Figura 5.9. Las partes real (arriba) e imaginaria (abajo) del indice de refraccién
efectivo de sangre sana y sangre con esferocitosis.

Las figuras 5.7 y 5.8 muestran 7, en el caso de la talasemia para los mismos
voltimenes de los eritrocitos que fueron utilizados en las graficas correspondientes
a la anemia por deficiencia de hierro.
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Figura 5.10. Ans para sangre sana y sangre con esferocitosis.

Como se verd después, la talasemia solamente es distinguible de la anemia
aplastica por el hecho de que An,y es mayor cerca de 500 nm y la ventana en la
que los eritrocitos reducen el indice de refraccion es bastante mas delgada en la ta-
lasemia que en la sangre entera, mientras que el resultado de simplemente reducir
el ntimero de eritrocitos es “comprimir” la curva de Re(#,) hacia la de n,, y las de
A y Im(n,6) hacia el cero, como se mencioné en el capitulo 4.

Esferocitosis

En la esferocitosis, alrededor de 8% de los eritrocitos son esféricos en lugar de tener
forma de disco bicéncavo.” Los eritrocitos esféricos generalmente transportan el
oxigeno eficientemente, pero se rompen mas facilmente que los eritrocitos nor-
males, lo cual causa una ligera deficiencia en el nimero de eritrocitos y por lo tanto
anemia leve. También son més pequefios que los eritrocitos normales;® su radio es
menor a 2 ym.

Al igual que la anemia falsiforme, la esferocitosis parece ser indistinguible de
la anemia apléstica leve. La esferocitosis podria ser indistinguible de la salud
también, pues algunas personas sanas tienen hematocritos bajos (0.39, por ejem-
plo, que es bastante menor que el 90% del hematocrito promedio en hombres sanos,
0.45) y el efecto de la esferocitosis es disminuir An,s y Im(7,¢) en un factor menor
al 10%.
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Figura 5.11. Las partes real (arriba) e imaginaria (abajo) del indice de refraccién
efectivo de sangre sana y sangre con anemia perniciosa.
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Figura 5.12. An, para sangre sana y sangre con anemia perniciosa.

Anemia perniciosa

La anemia perniciosa es un desorden en el que algunos eritrocitos son anormal-
mente grandes y hay menos eritrocitos.” El volumen promedio de los eritrocitos
aumenta a por lo menos 110 yum?® y méximo 140 um?3, lo cual corresponde a un
radio mayor a 4.5 ym. Al mismo tiempo, la fracciéon de llenado de los eritrocitos
disminuye a menos de 0.39 en hombres y a menos de 0.35 en muijeres. '° Se utiliz6
una fraccién de llenado de 0.35 y semiejes 4.525 ym y 1.891 ym para los eritrocitos.
Para realizar los célculos y obtener las graficas mostradas en las figuras 5.11
y 5.12, se asumi6 que todos los eritrocitos estaban agrandados. En realidad, esto no
es cierto, por lo que el efecto de la anemia perniciosa debe ser més pequefio que el
mostrado en las gréficas. Sin embargo, las caracteristicas cualitativas de las curvas
de n. deben ser suficiente para diagnosticar la anemia perniciosa correctamente.
El comportamiento de Ang es interesante. La ventana en la que Angyp < 0 es
mucho mas ancha en la anemia perniciosa, extendiéndose desde 400 nm hasta cerca
de 500 nm. Ademas, el minimo de An,s ocurre a una longitud de onda mayor en
la anemia perniciosa que en la sangre sana. La parte imaginaria de 7. también
se comporta de forma algo diferente: entre 405 nm y 430 nm, decrece ligeramente
en vez de ser casi constante. Como se mencioné ya, esto debe hacer que la anemia
perniciosa sea relativamente facil de distinguir de los otros tipos de anemia.
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Figura 5.13. Las partes real (arriba) e imaginaria (abajo) del indice de refraccién
efectivo de sangre sana y sangre con anemia aplastica.
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Figura 5.14. Ang para sangre sana y sangre con anemia aplastica.

Anemia aplastica

La anemia apléstica ocurre cuando hay ntimeros reducidos de células sanguineas
por unidad de volumen. La enfermedad puede afectar solamente a los eritrocitos
0 a los tres tipos de célula sanguinea.

Una fraccién de llenado f.,, = 0.35 fue utilizada para los eritrocitos. Para el
caso de anemia aplastica del tipo que afecta a todos los tipos de célula sanguinea,
las fracciones de llenado de los leucocitos y los trombocitos fueron disminuidas en
la misma proporcién que f.y. La figuras 5.13 y 5.14 muestran el indice de refraccion
efectivo de la sangre de pacientes con ambos tipos de anemia aplastica.

Como era de esperarse por las contribuciones tan pequefias de los leucocitos y
los trombocitos a 7.7 en sangre sana, las curvas correspondientes a los dos tipos
de anemia apldstica son indistinguibles entre si. La separacién entre estas curvas
y las correspondientes a sangre sana dependerd, obviamente, de la severidad de la
anemia: mientras menos células existan en el torrente sanguineo, més parecidas a
la curva de n,, (o al cero en el caso de Im(neff) y Angfr) seran las curvas de . para
anemia apléstica.
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Anemia hemolitica

Algunas anemias, llamadas anemias hemoliticas, hacen que una fraccién de los
eritrocitos se rompan en pedazos. Los fragmentos, llamados esquistocitos, tienen
forma irregular y permanecen en el torrente sanguineo.

Varias consideraciones nos llevaron a considerar que la anemia hemolitica es
absolutamente indistinguible de la esferocitosis; por esta razén, no se presentan
graficas para este tipo de anemia. Las consideraciones son las siguientes: la fraccién
de eritrocitos fragmentados es pequefia, por lo que el efecto total de la anemia
hemolitica sobre 1. sera pequefio, como en el caso de la esferocitosis; los esquis-
tocitos tienen aproximadamente el mismo tamafio que los eritrocitos esféricos en
la esferocitosis; y, aunque los esquistocitos son irregulares, pueden ser modela-
dos como esferas, pues hemos visto que el tamafio y el indice de refraccién de las
particulas juegan un papel mds importante que la forma de éstas.

Policitemia

La policitemia es la enfermedad opuesta de la anemia apldstica. Se caracteriza por
un aumento mas o menos dréstico en el ntimero de células sanguineas, lo cual hace
que la sangre sea mds viscosa y le sea mas dificil viajar por el cuerpo.

fery puede aumentar hasta 0.55 en la policitemia. ! Esta fue la fraccién de llenado
utilizada para obtener las gréficas correspondientes a esta enfermedad. fi., y finr
se aumentaron en la misma proporcién.

La naturaleza de la policitemia la vuelve inmediatamente distinguible de todos
los tipos de anemia, pues su efecto en la sangre (y, por lo tanto, en 7,¢7) es el opuesto
del de la anemia.

Comparacién de las enfermedades de los eritrocitos

Las figuras 5.17 y 5.18 muestran las curvas de Re(n,r), Ans y Im(n,6) para todos
los desérdenes de eritrocitos que hemos estudiado. Aunque el gran ntimero de
curvas puede hacer que las gréficas sean un poco dificiles de leer, las caracteristicas
principales son claramente visibles.

Primeramente, Re(#,¢) y Im(n,) contienen informacién diferente y son ttiles
para distinguir entre si enfermedades de diferentes conjuntos, por lo cual ambas
partes de 1,7 son igualmente importantes en el diagnéstico de la sangre. Por ejem-
plo, la anemia apléstica es indistinguible de la anemia falsiforme severa y de la ta-
lasemia severa en la parte real del indice de refraccién efectivo pero es claramente
distinta de estas dos enfermedades en la parte imaginaria. Por otro lado, la anemia
falsiforme y la talasemia son indistinguibles entre si independientemente de cudl
parte del indice de refraccién efectivo utilicemos.
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Figura 5.15. Las partes real (arriba) e imaginaria (abajo) del indice de refraccién
efectivo de sangre sana y sangre con policitemia.
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Figura 5.16. Ans para sangre sana y sangre con policitemia.

Ahora bien, tomando en cuenta posibles errores experimentales y las varia-
ciones naturales en el indice de refraccion de la sangre causadas por cambios en
la composicion del plasma y por diferencias entre individuos, es altamente proba-
ble que todas estas enfermedades, con la excepciéon de la anemia por deficiencia
de hierro, la anemia perniciosa y la policitemia, sean esencialmente indistinguibles
entre si e indistinguibles de la salud. Es posible que la tendencia creciente de las
diferencias entre el indice de refraccién de sangre enferma y el de sangre sana haga
posible el diagnoéstico a longitudes de onda en el infrarrojo cercano, pero, por las
limitaciones de la difraccién anémala, en este trabajo nos es imposible determinar
cémo se comporta el indice de refracciéon para estas longitudes de onda.

Mientras que un intento de diagnosticar esferocitosis con este método esta segu-
ramente destinado al fracaso, algunas enfermedades son extremadamente faciles
de diagnosticar: la policitemia es la tinica enfermedad de los eritrocitos que au-
menta 7,7 para todas las longitudes de onda, la anemia perniciosa tiene curvas
de Re(nfs) y Anef suficientemente lejanas a las curvas de las otras enfermedades
para poder ser facilmente detectable (sin mencionar el hecho de que el minimo de
An, esté recorrido hacia longitudes de onda mayores), y la anemia por deficiencia
de hierro hace que todas las curvas de 7. sean completamente diferentes de las
curvas correspondientes para sangre sana y para todas las otras enfermedades.
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Figura 5.17. Graficas comparativas de las partes real (arriba) e imaginaria (abajo)
del indice de refraccion efectivo de sangre sana y sangre con los desérdenes de
eritrocitos que hemos estudiado. En los casos de la anemia falsiforme, la anemia
por deficiencia de hierro y la talasemia, solamente las curvas correspondientes a la
version mas severa fueron graficadas para evitar saturar el espacio con demasia-
das curvas. Las curvas correspondientes a los dos tipos de anemia aplastica son
indistinguibles entre si, por lo que solamente una curva de anemia apléstica fue
graficada.
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Figura 5.18. Gréfica comparativa de An,y para sangre sana y sangre con los
desordenes de eritrocitos que hemos estudiado. Todas las consideraciones
tomadas para las graficas de la figura 5.17 fueron tomadas aqui también.

Es claro que medir a solamente dos o tres longitudes de onda no es suficiente
para un diagndstico efectivo de la sangre entera. Asi como es necesario medir tanto
la parte real de 7,7 como su parte imaginaria, para ambas partes es necesario reali-
zar mediciones a un ntmero relativamente grande (digamos, cinco) de longitudes
de onda en el espectro visible. Por ejemplo, una medicion de Re(r.) a 800 nm
es insuficiente para distinguir entre anemia perniciosa y anemia por deficiencia de
hierro, mientras que medir Re(#,¢) a 500 nm o 600 nm inmediatamente discrimina
entre las dos enfermedades (y entre cualquiera de ellas y el conjunto de todas las
otras enfermedades); del mismo modo, una medicién de Re(neff) o Im(neff) entre
400 nm y 500 nm hard casi imposible determinar si el paciente tiene un desorden o
no (a menos que dicho desorden sea anemia por deficiencia de hierro o, en el caso
de la parte imaginaria del indice de refraccién, policitemia), mientras que medicio-
nes hechas a longitudes de onda mayores resultardn en una reduccién del niimero
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de candidatos para la enfermedad que algtin paciente pueda tener.

5.1.3 Enfermedades que afectan a los leucocitos

Las principales enfermedades que afectan a los leucocitos son los distintos tipos de
leucemia. Estas también son las tinicas enfermedades de los leucocitos que serdn
tacilmente visibles con nuestro modelo, pues son los tinicos desérdenes que causan
que el nimero de leucocitos aumente al punto de f4cil visibilidad (el hecho de que
resultan en anemia, como sera discutido mds adelante, también ayuda).

Leucemia aguda

La leucemia aguda se caracteriza por un aumento rapido pero relativamente peque-
fo (comparado con las otras formas de leucemia) del ntimero de leucocitos. Rara
vez hay més de 100,000 leucocitos por microlitro, lo cual corresponde a una fraccién
de llenado maxima f;,, = 0.14286. Los leucocitos extra son predominantemente
células parecidas a los linfocitos.

Para esferas, el empacamiento con la mayor densidad posible!? corresponde a
una fraccion de llenado cercana a 0.74. El empacamiento de elipsoides'® puede al-
canzar una fraccién de llenado ligeramente mayor a 0.75. Por lo tanto, un aumento
dréstico en fj,, necesariamente significa una reduccién en f,,; en otras palabras,
para que demasiados leucocitos quepan, es necesario que el nimero de eritrocitos
disminuya. fi., < 0.14286 no es suficiente para causar una reduccién en f,, por
impenetrabilidad de la materia, pero, ya que la leucemia aguda usualmente esta
acompafiada de anemia, ' asumimos que hay una reduccién de fr, a un valor de
0.35. Para los otros tipos de leucemia, tomamos max( fery + fien) = 0.55 (fir €s tan
pequeia que ignoramos a los trombocitos en cuanto al empacamiento de células)
para que el plasma atn pueda existir en cantidades significativas.

Las figuras 5.19 y 5.20 muestran el efecto de la leucemia aguda sobre 7,¢. Se
asumio fi,, = 0.14286, pero todos los leucocitos extra fueron modelados como lin-
focitos, por lo que tomamos una fraccién de llenado de linfocitos f,,, = 0.13586 y
asumimos que las fracciones de llenado de los otros tipos de leucocito mantuvieron
sus valores normales.

Es interesante notar que en ambas partes de 7. el efecto de la leucemia es
aumentar el indice de refraccién (con respecto al de la sangre sana) en una regién
y disminuirlo en otra; para la parte real la transicién entre las dos regiones ocurre
cerca de 490 nm, mientras que para la parte imaginaria ocurre cerca de 750 nm. La
forma caracteristica de la curva de An,y para la leucemia aguda comparada con
la curva de An,y para la sangre sana hace que la leucemia aguda sea facilmente
identificable.
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Figura 5.19. Las partes real (arriba) e imaginaria (abajo) del indice de refraccién
efectivo de sangre sana y sangre con leucemia aguda.

Leucemia crdnica linfocitica

Las leucemias crénicas tardan mds que las leucemias agudas en alcanzar su maxi-
mo efecto, pero cuando lo hacen pueden llegar a ser mucho més severas. Aqui
separamos cada tipo de leucemia crénica en leve y severa, donde los términos se
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Figura 5.20. Ans para sangre sana y sangre con leucemia aguda.

refieren al nimero de leucocitos en el torrente sanguineo.

La leucemia crénica linfocitica involucra un aumento de 7,000 leucocitos por
microlitro (la cantidad normal) a cualquier cantidad entre 50,000 y 250,000 leuco-
citos por microlitro; aproximadamente 90% de éstos son linfocitos. 1! Adicional-
mente, el nimero de eritrocitos debe disminuir para que la fraccién de llenado
total de las células sea menor o igual a 0.55, como se explic6 anteriormente. Se
asumio que los trombocitos no eran afectados. La siguiente tabla indica la fracciéon
de llenado que se utiliz6 para cada tipo de célula para leucemia crénica linfocitica
leve (100,000 leucocitos por microlitro) y severa (250,000 leucocitos por microlitro):

Célula f (leve) f (severa)
Eritrocito 0.407 0.193
Neutrodfilo 0.0127 0.0318
Eosindfilo | 4.694 x 10~* | 1.174 x 1073

Basofilo | 8.163 x 1072 | 2.041 x 10~*
Monocito | 1.082 x 1073 | 2.705 x 1073
Linfocito 0.129 0.323
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Figura 5.21. Las partes real (arriba) e imaginaria (abajo) del indice de refraccién
efectivo de sangre sana y sangre con leucemia crénica linfocitica. Este tipo de
leucemia tiene efectos sobre 7, cualitativamente diferentes dependiendo de su
severidad. La razén de esto es que estamos observando no sélo el efecto de
tener leucocitos adicionales, sino el efecto de tener una cantidad de eritrocitos
drésticamente reducida; dependiendo de qué tan severa es la leucemia linfocitica,
sus curvas de 7, pueden estar mds influenciadas o menos influenciadas por los
eritrocitos y, por lo tanto, parecerse menos o mds, respectivamente, a las curvas de
una mezcla formada tinicamente por plasma y leucocitos.
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Figura 5.22. Ans para sangre sana y sangre con leucemia crénica linfocitica.

En este caso, no todos los leucocitos extra son linfocitos (aunque la mayoria lo
son), mientras que en la leucemia aguda practicamente todos lo son.

Las curvas correspondientes a la leucemia linfocitica leve se parecen a las de
la leucemia aguda porque las fracciones de llenado son similares en los dos casos,
pero las curvas de la leucemia linfocitica severa muestran un cambio de compor-
tamiento mas drastico. Esto se debe a la enorme reduccién en el ntimero de eri-
trocitos y al gran aumento en el nimero de leucocitos, con la contribucién de los
leucocitos especialmente marcada a longitudes de onda largas en Im(#,¢) y a lon-
gitudes de onda medianas en A, y Re(n,f¢); recordando las formas de las curvas
correspondientes a las contribuciones de los eritrocitos y los leucocitos al principio
del capitulo 4, la pendiente marcadamente negativa entre 500 nm y 600 nm en la
curva de Angy correspondiente a la leucemia linfocitica severa solamente puede
deberse al hecho de que entre 500 nm y 700 nm An,s es negativo para leucocitos.
250,000 leucocitos por microlitro equivale a una fraccién de llenado de 0.357, que
es casi dos veces la fraccién de llenado de los eritrocitos en la leucemia crénica lin-
focitica severa, por lo cual, atn si los eritrocitos son ligeramente menos tenues, los
leucocitos tienen un efecto mas fuerte. Esta es la primera enfermedad que hemos
estudiado en la que hay mads leucocitos que eritrocitos y en la que el efecto de los
leucocitos sobre n.5 es mayor que el de los eritrocitos.
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También es interesante la similitud entre la curva de Im(#,¢) correspondiente a
la leucemia linfocitica severa y la curva de Im () correspondiente a los eritrocitos
esféricos mostrada en el capitulo 4; vemos una contribucién a 7, més parecida a
la de esferas que a la de esferoides, lo cual no solamente es consistente con el hecho
de que los leucocitos contribuyen més que los eritrocitos en la leucemia linfocitica
severa, sino que indica que la diferencia (bastante grande) en excentricidad entre
eritrocitos y leucocitos tiene un efecto mas significativo sobre la naturaleza cualita-
tiva de la contribucién de estas células a 7.5 que el de la diferencia (relativamente
pequefia) entre sus tamafios y sus formas.

Leucemia cronica miel6gena

Aligual que la leucemia linfocitica, la leucemia crénica mielégena puede causar un
amplio rango de valores de f;,,, y en casos severos hace que el ntimero de leucocitos
exceda el de eritrocitos considerablemente. f},, puede tomar valores de hasta 0.429
(300,000 leucocitos por microlitro), y casi todos los eritrocitos extra en el torrente
sanguineo son neutroéfilos (en la médula 6sea, los tipos més predominantes de leu-
cocito son los neutréfilos, los eosindfilos y los baséfilos). Finalmente, el ntiimero de
trombocitos aumenta en un 30%-50%. !!

La siguiente tabla indica las fracciones de llenado asumidas; nuevamente di-
vidimos la enfermedad en leve (100,000 leucocitos por microlitro) y severa (300,000
leucocitos por microlitro).

Célula f (leve) f (severa)
Eritrocito 0.407 0.121
Neutréfilo 0.139 0.425
Eosindfilo | 2.3 x107% | 23 x 1074

Basofilo | 4.0x107° | 4.0x107°
Monocito | 53 x107% | 53 x10*
Linfocito 30x1073 | 3.0x1073

Trombocito | 3.99 x 1073 | 3.99 x 1073

El comportamiento cualitativo de las gréficas en las figuras 5.23 y 5.24 antes de
600 nm es el mismo que para la leucemia crénica linfocitica, pero entre 600 nm y
800 nm este comportamiento es muy diferente; Re(,f¢) y Im(n.5) parecen comen-
zar a decrecer cerca de 800 nm en el caso de la leucemia miel6gena, mientras que
siguen aumentando en la leucemia linfocitica.

El comportamiento tnico de estas curvas deberia hacer las leucemias crénicas
distinguibles de los otros tipos de leucemia, y sus diferencias comenzando en
600 nm deberian hacerlas distinguibles entre si.
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Figura 5.23. Las partes real (arriba) e imaginaria (abajo) del indice de refraccién
efectivo de sangre sana y sangre con leucemia crénica mielégena. Noétese que
cerca de 800 nm los valores de Re(r,) y Im(n,5) correspondientes al caso mds
severo parecen comenzar a disminuir.
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Figura 5.24. Angs para sangre sana y sangre con leucemia crénica mielégena.

Comparacién de las enfermedades de los leucocitos

Como lo hicimos para los desérdenes de los eritrocitos, ahora presentamos una
comparacién de los tres desérdenes de leucocitos que hemos estudiado. Las curvas
se muestran juntas en las figuras 5.25 y 5.26.

Al igual que en el caso de los desérdenes de los eritrocitos, existen algunas en-
fermedades de leucocitos que son facilmente distinguibles del resto (y de la salud)
y otras que son menos visibles. Nuevamente, mediciones tanto de Re(#,¢) como
de Im(neff) a varias longitudes de onda son necesarias para realizar un diagnéstico
apropiado.

Las leucemias crénicas severas son las mds féaciles de diagnosticar porque sus
curvas son muy diferentes de las otras curvas, especialmente en el caso de Re(71.¢)
y Angy. Las dos pueden ser distinguidas entre si mediante varias mediciones de
cualquier parte del indice de refraccién efectivo a longitudes de onda entre 620 nm
y 800 nm. Por otro lado, si son mds leves pueden ser mas dificiles de diagnosti-
car adecuadamente, pues todas sus curvas se parecen més a las de la sangre sana.
Mediciones de Im(#,) a longitudes de onda cercanas a 800 nm podrian volver la
leucemia crénica linfocitica distinguible de todas las otras enfermedades de leuco-
citos estudiadas y de la salud atn si es leve, pero la leucemia mielégena no tiene
esta ventaja.
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Figura 5.25. Graficas comparativas de las partes real (arriba) e imaginaria (abajo)
del indice de refraccién efectivo de sangre sana y sangre con las enfermedades de
leucocitos que hemos estudiado.
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Figura 5.26. Grafica comparativa de An,s para sangre sana y sangre con las enfer-
medades de leucocitos que hemos estudiado.

La leucemia aguda puede ser distinguida de las leucemias crénicas mediante
mediciones de Im(#,¢) a varias longitudes de onda comenzando en 500 nm, espe-
cialmente alrededor de 800 nm, o mediante mediciones de Re(7,) cerca de 800 nm.

Mediciones de Re(r1.) y Im (¢ ) alrededor de 400 nm son esencialmente intiti-
les para diagnosticar cualquier tipo de leucemia excepto casos severos de cual-
quiera de las leucemias crénicas.

5.2 Enfermedades patogénicas

Los patégenos vienen en todos los tamafios y formas, desde absolutamente mi-
nusculos (por ejemplo, moléculas txicas en el plasma sanguineo) hasta tan grandes
que son macroscopicos (como el pardsito schistosoma mansoni, que puede alcan-
zar longitudes de 1 cm y grosores de 1 mm).!* Sus propiedades también varian
muchisimo. Afortunadamente, pueden ser agrupados de acuerdo con su tamano y,
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si un paciente estd infectado con varios patégenos distintos, hay un orden muy es-
pecifico en el cual sus contribuciones deben ser incorporadas al indice de refraccién
efectivo de la sangre. El procedimiento es el siguiente: primero se toma en cuenta
el efecto de los patdgenos mas pequefios (moléculas) sobre 7, usando la ecuaciéon
de los incrementos especificos de refraccién o la relacion de Clausius-Mossotti,
después se obtiene la contribucién de los patégenos pequefios que tienen forma
y tamafio definidos (como la mayoria de los virus, que tienen tamarios de algunas
decenas de nanémetros) utilizando la ecuacién 2.1.10, y finalmente se incorporan
todas las otras particulas que existen en la sangre (mimivirus y megavirus, cuyo
tamafio es del mismo orden de magnitud que la longitud de onda de la luz visi-
ble; pandoravirus, que alcanza un didmetro de alrededor de 1 ym; las bacterias,
que tienen tamafios desde algunos cientos de nanémetros hasta varios cientos de
micras; los parésitos, que tienen tamafios desde cerca de 800 ym hasta 1 cm; vy,
por supuesto, los tres tipos de célula sanguinea) simultdneamente usando el mo-
delo de van de Hulst (con el método que uno prefiera para calcular la amplitud
de esparcimiento en la direccién de incidencia) tomando 7,, como el indice de re-
fraccién efectivo de una mezcla de plasma y los patégenos que fueron tratados con
los modelos para particulas pequenas.

La cantidad y la diversidad de los patégenos, atin si nos restringimos a un solo
dominio (por ejemplo, virus suficientemente pequefios para ser tratables con la
ecuacién 2.1.10), son tan grandes que podriamos llenar una enciclopedia entera
con gréficas de 1y, y 1. y una discusion de dichas gréficas. Como ejemplo de
cémo un patdgeno debe ser tratado, presentamos un andlisis de la malaria.

Malaria

Los protozoarios del género plasmodium causan malaria, una enfermedad carac-
terizada por periodos severos y alternantes de fiebre y frio y varios sintomas més
peligrosos, algunos de los cuales pueden ser fatales si la enfermedad se complica.
El parésito invade los eritrocitos, se desarrolla en varias fases y finalmente rompe
los eritrocitos para salir al torrente sanguineo. Existen varias especies de
plasmodium, pero plasmodium falciparum es la especie responsable de la mayoria
de los casos de malaria en humanos y también es la méas estudiada, por lo que el
siguiente andlisis se realiz6 para esta especie.

Plasmodium falciparum es un parasito aproximadamente esferoidal cuyo tama-
fio es del mismo orden de magnitud que el de las células sanguineas, por lo que el
modelo de van de Hulst fue nuevamente utilizado para determinar su efecto sobre
Meff- Debido a la falta de datos sobre este pardsito, sus dimensiones fueron calcu-
ladas del mismo modo que las de los eritrocitos deformados por anemia falsiforme.
Se determin6 que un plasmodium maduro es un esferoide prolato con semieje
mayor ¢ = 5.454 ym y semiejes menores a = 1.718 ym, mientras que los paréasitos
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que se encuentran en la fase de desarrollo, los cuales necesariamente se enroscan
para poder caber en un eritrocito, fueron modelados como esferoides oblatos con
semiejes mayores a = 2.475 ym y semieje menor 1.718 ym. Los parasitos en
desarrollo, que se alimentan de la hemoglobina en el interior de los eritrocitos,
desechan una sustancia llamada hemozoina. La solucién de hemozoina que queda
en los eritrocitos infectados tiene un indice de refraccién cercano al del plasma
sanguineo,!® por lo que los eritrocitos infectados fueron modelados simplemente
como los parasitos de plasmodium en su interior (asumiendo un solo parésito por
eritrocito). El indice de refraccién de un parasito de plasmodium falciparum 15 3
633 nm es Ny = 1.433; se asumio que es constante.

En ratones, un promedio de hasta 13.07% de los eritrocitos en el torrente sangui-
neo pueden estar infectados por plasmodium; una infeccién del 15% invariable-
mente resulta en la muerte del ratén.'® Asumimos que estas fracciones son simi-
lares en humanos. El ntimero promedio de parésitos maduros en la sangre es'”
2,797.031 por microlitro. De acuerdo con nuestros datos, el volumen del esferoide
que representa a un parésito en desarrollo es 44.0821 ym? y el volumen del esfe-
roide que representa a un parasito maduro es 67.4295 ym?. Asumiendo que 13.07%
de los eritrocitos estdn infectados y que hay 2,797.031 parasitos maduros por mi-
crolitro, las fracciones de llenado de los parésitos en desarrollo y maduros son,
respectivamente, f,rq = 0.0265y f,r,n = 1.886 X 10~*. La fraccién de llenado de
los eritrocitos sanos es f., = 0.3912.

Las graficas mostradas en las figuras 5.27 y 5.28 fueron obtenidas con las con-
sideraciones anteriores.

El efecto de la malaria es evidentemente muy similar al de un caso relativa-
mente leve de anemia. La contribucién de los pardsitos de plasmodium es menor
que 1072 en la parte real del indice de refraccién y del orden de 10~ en la parte
imaginaria. Considerando que su fraccién de llenado es alrededor de 4.2 x 10~*
veces la de los eritrocitos en la sangre sana, son aproximadamente igual de visi-
bles que los eritrocitos sanos en la parte imaginaria de 75, aunque su contribucién
a la parte real de 7,y es esencialmente cero; son ligeramente menos tenues que
un eritrocito sano y por lo tanto deberian tener un efecto mas fuerte, por lo que
creemos que su invisibilidad es una consecuencia del hecho de que una de sus di-
mensiones (su semieje mayor) es mucho mas grande que las dimensiones de los
eritrocitos sanos — casi dos veces mayores. Los parasitos en desarrollo tienen una
contribucién a Re(r,) del orden de 10™* y una contribucién a Im(r,) del orden
de 1073, lo cual es razonable considerando que esto corresponde a un centésimo y
un décimo (respectivamente) de la contribucién de los eritrocitos al indice de re-
fraccién de la sangre sana y la fraccion de llenado de los pardsitos en desarrollo es
unas 17 veces més pequefia que la de los eritrocitos en la sangre sana.
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Figura 5.27. El indice de refraccién de sangre infectada con plasmodium falci-
parum, el pardsito que causa malaria. Notese la similitud entre estas curvas y
las de la anemia aplastica.
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Figura 5.28. An,f para sangre infectada con plasmodium falciparum, el parasito
que causa malaria.

Aumento del niimero de leucocitos por la presencia de patégenos

Algo que fue ignorado en el andlisis de la malaria realizado aqui y que debe ser
tomado en consideracién en cualquier estudio futuro del efecto de una infecciéon
sobre n. es el hecho de que la presencia de pat6genos en el torrente sanguineo
usualmente provoca un aumento en el niimero de leucocitos. Mientras que tal
aumento en fj,, siempre serd mucho mds pequefio que en la leucemia y no nece-
sariamente causard una reduccién de f., en el caso de infecciones severas podria
ser suficientemente grande para ser detectable en las curvas de 7.

5.3 Comparacién de las enfermedades estudiadas

Las figuras 5.29 y 5.30 comparan la mayoria de las enfermedades estudiadas; la es-
ferocitosis se ha omitido porque hemos establecido que seria casi imposible diag-
nosticarla utilizando el método presentado en este trabajo, y las formas maés leves
de todas las enfermedades se han omitido para evitar llenar las gréficas con de-
masiadas curvas.
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Figura 5.29. Graficas comparativas del indice de refraccién de sangre entera para
los casos de sangre sana y de todas las enfermedades estudiadas en este trabajo
excepto esferocitosis. Para las enfermedades en las que hemos hecho distinciones
entre diferentes grados de severidad, solamente se presentan las curvas corres-
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Figura 5.30. Grafica comparativa de An,g; para sangre sana y para todas las enfer-
medades estudiadas en este trabajo excepto esferocitos. Para las enfermedades en
las que hemos hecho distinciones entre diferentes grados de severidad, solamente
se presentan las curvas correspondientes a los casos méds severos.

Hemos ya hecho comentarios sobre la distinguibilidad de las enfermedades de
eritrocitos entre si y sobre la de las enfermedades de leucocitos entre si, por lo que
restringiremos el andlisis que se hace a continuacién a la cuestion de la distinguibi-
lidad de las enfermedades de diferentes “categorias” (enfermedades de eritrocitos,
enfermedades de leucocitos y enfermedades patogénicas).

Como se ha mencionado anteriormente, la malaria se parece a un caso leve
de anemia apléstica excepto por el hecho de que la diferencia entre la curva de
Im(n,) de sangre sana y la de malaria cerca de 800 nm es un tanto mayor que la
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diferencia entre la de sangre sana y la de anemia apléstica leve. No es probable que
este método sea demasiado ttil para diagnosticar malaria de forma inequivoca.

Todas las curvas correspondientes a tipos de leucemia, especialmente las de los
casos severos de leucemia crénica, son, cualitativamente, suficientemente distin-
tas de las curvas correspondientes a las enfermedades de eritrocitos para que este
modelo pueda diagnosticar efectivamente cualquier forma de leucemia.

5.4 Comentarios finales: 7,/ como herramienta médica

Hemos visto que el método derivado en este trabajo —el de obtener las partes real
e imaginaria del indice de refraccién de la sangre entera para varias longitudes de
onda y comparar las curvas resultantes a las de la sangre sana— es capaz de diag-
nosticar la sangre de un paciente en cierta medida. Obviamente, este método estd
restringido a enfermedades que afecten las componentes de la sangre y/o intro-
duzcan un nuevo tipo de particula. En la mayoria de los casos, la mejor eleccion
parece ser medir cerca de 800 nm, aunque existen excepciones a esta regla y en
todos los casos es necesario realizar mediciones a varias longitudes de onda; las
mediciones cerca de 500 nm no tienen, en general, gran utilidad, lo cual es afortu-
nado considerando lo dificil que es realizarlas (como se menciona en el capitulo 6).

Aunque algunas enfermedades (como la esferocitosis) son practicamente invi-
sibles y otras (como la anemia falsiforme y la talasemia) estdn agrupadas en con-
juntos que son distinguibles de otras enfermedades pero no entre si, la utilidad
préctica del modelo no puede ser ignorada; el trabajo realizado podria permitir
un diagnoéstico parcial de la sangre entera en una forma no-destructiva, rdpida y
econdmica, y extensiones futuras que incluyan todo el material que yace entre la
sangre y el exterior del cuerpo humano —las paredes de los vasos sanguineos, la
grasa, los musculos y la piel— permitirian que el diagnéstico fuera no-invasivo
también. Por consiguiente, este método de diagndstico de sangre tiene el potencial
de convertirse en un método superior a todos los que son usados en la actualidad.

Existen ya ejemplos de métodos 6pticos de diagndstico que tienen utilidad
préctica. Por ejemplo, los oximetros son aparatos capaces de determinar la oxi-
genacion de la sangre midiendo la absorbancia (que esta directamente relacionada
con la parte imaginaria del indice de refraccién) de la sangre arterial a dos lon-
gitudes de onda diferentes;!® tal procedimiento es no-invasivo, no-destructivo e
inmediato. Este trabajo se ha enfocado en crear un mecanismo mediante el cual
mas de una condicién puede ser diagnosticada y presentar ejemplos de como se
verian los datos obtenidos y cémo interpretarlos.

Hasta que los refractémetros con mayor precisién se vuelvan econémicos y
facilmente disponibles y hasta que este método se extienda para tomar en cuenta el
material entre la sangre y el exterior del cuerpo, el método serd mas efectivo cuando
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se utilice en conjunto con otras pruebas de sangre. Por ejemplo, una medicién del
hematocrito (por centrifugacién de sangre o algtin otro mecanismo) podria per-
mitirnos distinguir entre anemia apléstica leve y esferocitosis; por otro lado, esa
prueba no nos permitiria distinguir propiamente entre distintos tipos de anemia
cuando el hematocrito es similar en ellos (por ejemplo, anemia perniciosa y ta-
lasemia), mientras que nuestro método puede distinguir entre ellos. Es verdad que
la unién hace la fuerza, y, aunque nuestro objetivo final es investigar si el indice de
refraccién efectivo de la sangre humana es sensible a diferentes enfermedades (lo
cual nos permitiria crear un modelo capaz de sostenerse solo), por ahora es mejor
utilizar este modelo como una medicién complementaria o como la primera en una
serie de pruebas que reduzcan el nimero de candidatos a la enfermedad que un
paciente padece hasta que dicha enfermedad sea identificada inequivocamente.
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Capitulo 6

Resultados experimentales

Los experimentos son tan importantes como la teoria en la ciencia; una teoria sin
prueba experimental no tiene utilidad.

Para poner a prueba la validez de nuestros resultados teéricos, realizamos un
experimento sencillo. Este experimento solamente se enfoc6 en una pequefia frac-
ciéon de la teoria contenida en este trabajo; muchas mds pruebas son necesarias
antes de poder estimar la utilidad y la veracidad de nuestras predicciones.

6.1 Consideraciones iniciales

La forma mas comiin de determinar la parte real del indice de refracciéon n; de una
sustancia es con un refractometro de Abbe. Luz difusa ilumina la interfase entre la
sustancia y un prisma con indice de refraccion n; tal que Re(nz) > Re(ny). La luz
transmitida por la sustancia ilumina una regién cénica cuyo angulo de apertura es
el &ngulo critico de la interfase. Al medir este 4ngulo, Re(#) puede ser obtenida si
Ay Re(nz) son conocidas. La figura 6.1 ilustra este mecanismo.

El refractémetro de Abbe, aunque bastante ttil en muchos casos, tiene limita-
ciones importantes cuando es utilizado con una sustancia que esparce luz muy
fuertemente. Tal sustancia puede reducir la nitidez de la frontera entre las regiones
oscura e iluminada; el 4ngulo méas pequefio al que no hay luz transmitida ya no
necesariamente es el dngulo critico, lo cual conduce a mediciones incorrectas del
indice de refraccion.! En este caso, el indice de refraccién medido serd mayor que
el verdadero.

Este problema puede ser eliminado reduciendo el grosor de la sustancia, lo
cual disminuye la extincion de la luz en suficiente medida para que las medicio-
nes vuelvan a ser correctas. Una forma alternativa de eliminarlo es utilizar un re-
fractometro tipo Abbe en el que la luz detectada es esparcida de regreso al prisma
en lugar de ser transmitida por la sustancia (véase la figura 6.2);! con un arreglo

98
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Figura 6.1. Representaciéon esquematica
de un refractémetro de Abbe. Para
dngulos menores al critico, la luz es re-
fractada e ilumina la regién ovalada en la
parte inferior derecha del esquema; para
angulos mayores al critico, la luz sufre re-
flexién total interna y el 6valo esté oscuro.

Optico como éste, el grosor de la sustancia es irrelevante y la frontera entre las
regiones oscura e iluminada puede ser determinada mds facilmente atin para sus-
tancias que esparcen luz fuertemente. Este es, por lo tanto, el tipo de refractémetro
que utilizamos en nuestro experimento.

6.2 Descripcion del experimento

Extrajimos sangre de tres pacientes; anteriormente se habia demostrado mediante
otras pruebas que los tres estaban en condiciones sanas. Las tres muestras de san-
gre fueron extraidas casi simultdneamente, colocadas en tubos con anticoagulante
y refrigeradas durante un dia antes de comenzar las pruebas. La sangre de cada
paciente fue posteriormente dividida en cuatro muestras, cada una diluida en agua
a una concentraciéon distinta: C = 1, C = 1/2, C = 1/3y C = 1/4, donde
C = Viangre/ (Vagua + Viangre) es la concentracion de la sangre en cada dilucion,
Vsangre €s el volumen de sangre y V¢, es el volumen de agua. Es importante notar
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Figura 6.2. Representacion esquematica de un re-
fractémetro tipo Abbe que es ttil atn para sustan-
cias que esparcen luz fuertemente.

en este momento que la sangre es simplemente agua con muchos tipos de dtomos
y moléculas en solucién y tres tipos de célula; el tinico efecto de diluir la sangre
en agua es, por consiguiente, disminuir las fracciones de llenado de todas las com-
ponentes de la sangre. Podemos entonces estar seguros de que, aunque estamos
abandonando cualquier posibilidad de exactitud numérica, la naturaleza cualita-
tiva de nuestras mediciones reflejaran la de la sangre pura (no-diluida).

Las pruebas consistieron en medir la parte real del indice de refracciéon de cada
muestra de sangre con un refractémetro tipo Abbe como el descrito anteriormente.
Las mediciones se realizaron a 633 nm; se intentd realizar mediciones a 537 nm,
pero los resultados fueron dificiles de obtener e inconsistentes entre si (si 7. era
mayor a 537 nm o a 633 nm dependia de cudl de los pacientes habia donado la
muestra).

Como pruebas complementarias, intentamos medir la parte real de 7, a 650 nm
con un refractémetro de Abbe estdndar y la parte imaginaria de 7, utilizando un
espectrofotémetro.

Nuestros objetivos principales al realizar este experimento eran mostrar que es
posible realizar mediciones en sangre entera y poner a prueba la validez de algunos
de los resultados tedricos presentados en el capitulo 4. Un objetivo secundario era
determinar la mayor concentraciéon de sangre a la cual es posible realizar medicio-
nes razonables en caso de que esto fuera imposible en sangre sin diluir.

6.3 Resultados

Como era de esperarse por la discusion anterior, las mediciones con el refractome-
tro de Abbe estandar produjeron resultados falsos, con las mediciones de la parte
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Figura 6.3. Fotografia de Ia
mediciéon con el refractémetro
de Abbe estandar para la mues-
tra con C = 1/4 del paciente 2 a
650 nm.

real de 1, mayores para todas las muestras que las mediciones obtenidas con
el refractémetro tipo Abbe (el segundo menor valor medido con el refractémetro
estdndar para las muestras con C = 1/4 fue 1.3495 £ 0.0005, mientras que el mayor
valor medido con el refractémetro tipo Abbe para las muestras con C = 1/2, todas
las cuales deberian tener un indice de refraccion mayor que las muestras mas dilu-
idas, fue 1.349 = 0.000245); aunque, como se muestra en la figura 6.3, parece haber
una frontera mds o menos clara entre las regiones iluminada y oscura, la medicién
es errénea debido a la enorme parte imaginaria del indice de refracciéon de la san-
gre. Es verdad que nuestro modelo predice dispersion anémala en esta region del
espectro visible y que utilizamos una longitud de onda mayor con el refractémetro
de Abbe estdndar que con el refractémetro tipo Abbe, pero, si las mediciones rea-
lizadas con el refractémetro estdndar fueran correctas, la diferencia entre ellas y
las realizadas con el refractémetro tipo Abbe serian muy pequefias por la cercania
entre las dos longitudes de onda.

Los resultados obtenidos con el refractémetro tipo Abbe se muestran en la
figura 6.4. Los datos de sangre pura no se muestran porque tuvimos muchos pro-
blemas obteniéndolos y no estamos seguros de que sean confiables.

Las mediciones de Im(7.) produjeron resultados extremadamente pequefios;
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Figura 6.4. Resultados obtenidos con el refractémetro tipo Abbe. Los datos clara-
mente muestran que la parte real del indice de refraccién es mayor para la sangre
de nuestro paciente hombre que para nuestras pacientes mujeres.

medimos indices de refraccién varios érdenes de magnitud menores que lo que
esperdbamos medir. Sabemos que estos resultados son incorrectos porque una
sustancia cuyo indice de refraccién tuviera una parte imaginaria tan pequefia no
extinguiria la luz tan eficientemente como lo hace la sangre; intentos de medicio-
nes por interferometria hechos por nosotros anteriormente muestran que la sangre
debe tener un indice de refraccién con una parte imaginaria del orden de por lo
menos 1072 (lo cual es consistente con nuestros resultados teéricos). Existen varias
razones posibles para las mediciones tan pequefias de Im(7n,y), la mas probable
de las cuales es que, puesto que (como posteriormente descubrimos) los eritroci-
tos de las muestras se sedimentaron més rapidamente de lo que habiamos antici-
pado, estdbamos midiendo la parte imaginaria del indice de refraccién de plasma
sanguineo con un nimero de eritrocitos drdsticamente disminuido.
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6.4 Discusion

La grafica en la figura 6.4 muestra claramente que, para todas las concentraciones,
la parte real del indice de refraccién de la sangre de nuestro paciente hombre es
mayor que las partes reales de los indices de refraccién de la sangre de nuestras
pacientes mujeres. Esto es consistente con el hecho de que, en promedio, los hom-
bres tienen un hematocrito mayor que el de las mujeres y con las condiciones sa-
ludables de nuestros pacientes. Estamos conscientes de que 3 no es un nimero es-
tadisticamente significativo de mediciones, pero los resultados son prometedores.

Como se discutié anteriormente, los refractémetros de Abbe estdndar no estan
bien adecuados a mediciones del indice de refracciéon de sustancias que esparcen
luz fuertemente, como lo es la sangre. Una forma de adecuarlos mejor a este tipo
de mediciones es ajustar el grosor de la muestra, pero una solucién mds sencilla es
utilizar un refractémetro tipo Abbe como el descrito al inicio de este capitulo.

Nuestro resultado méas importante es que la parte real del indice de refraccién
de la sangre entera es medible. Hemos mostrado que es posible realizar mediciones
de alta precisiéon en diluciones en las que la concentracién de la sangre es tan alta
como 50% utilizando un refractémetro tipo Abbe (las incertidumbres fueron del or-
den de 1074, suficientemente pequefias para poder distinguir entre nuestras curvas
para las diferentes enfermedades de la sangre que estudiamos); es casi imposible
realizar mediciones en sangre no-diluida, o por lo menos lo fue para nosotros, y las
mediciones de la parte imaginaria del indice de refraccién también son extremada-
mente dificiles, al menos por espectroscopia.

Obviamente, nos faltan datos para longitudes de onda distintas de 633 nm, las
cuales son absolutamente esenciales para poder realizar diagnéstico diferencial.
Por lo tanto, nos fue imposible poner a prueba la validez de muchos de nuestros
resultados tedricos. Es excepcionalmente dificil hacer mediciones a 537 nm, pues
es sabido que la sangre absorbe la luz fuertemente cerca de esa longitud de onda,
pero, como se ha mencionado anteriormente, la regién alrededor de 500 nm casi
carece de utilidad en lo que se refiere al diagndstico de sangre por nuestro método.

Nuestras mediciones de Re(nplasma) fueron 1.348 + 0.0005 para los pacientes 1
y 3y 1.352 £ 0.001 para el paciente 2. Esto es mayor que el valor de 7,45, alrede-
dor de 635 nm que utilizamos en los capitulos 4 y 5, pero, como explicamos en el
capitulo 4, el indice de refracciéon del plasma puede variar considerablemente y la
naturaleza cualitativa de nuestras predicciones permanecera igual a pesar de estas
variaciones. Podemos utilizar los datos de las muestras con C = 1/2 y suponer
que fery, = 0.20 para los pacientes 1y 2y f.;y = 0.225 para el paciente 3 (recuérdese
que la sangre estaba diluida en agua); si hacemos esto, podemos obtener Anfs/ fery
para cada paciente. La siguiente tabla muestra los resultados de esto:
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Paciente ‘ - ‘ Antes / fery
1 1.3380 0.0394
2 1.3395 0.0335
3 1.3377 0.0508

El promedio de Arngs/ fery €s entonces 0.0412; los resultados del capitulo 4 predi-
cen Anysr / fery = 0.0152 a 635 nm (0.0149 a 633 nm si extrapolamos los datos corres-
pondientes a 630 nm y 635 nm), pero esto es para eritrocitos orientados aleatoria-
mente. Si asumimos que todos los eritrocitos estdn orientados horizontalmente (lo
cual es probable que haya ocurrido durante las mediciones estaban siendo realiza-
das por simple efecto de la gravedad), nuestro modelo predice Ans / fery = 0.0407
a 633 nm. Por completez, eritrocitos verticales producen Angs/ fery = —0.0049.
Concluimos, entonces, que los eritrocitos se acomodaron en una posicién horizon-
tal mientras el experimento se llevaba a cabo.

6.5 Referencias

1. Garcia-Valenzuela A & Contreras-Tello H: Optical model enabling the use of Abbe-
type refractometers on turbid suspensions; Optics Letters 38(5) (2013); 775-777



Capitulo 7

Conclusiones

Comenzamos estudiando cémo el indice de refraccion efectivo de la sangre entera
es afectado por todas las variables de las componentes de la sangre, y terminamos
con la descripcién de un método para tomar en cuenta todas las variables y ca-
racterizar completamente este indice de refraccién. Més atin, estudiamos ejemplos
de algunas de las enfermedades mas importantes que afectan a los eritrocitos y
los leucocitos y una enfermedad patogénica importante, la malaria, y aprendimos
a realizar diagnostico diferencial utilizando tinicamente mediciones de las partes
real e imaginaria del indice de refracciéon de la sangre a distintas longitudes de
onda. Vimos que en algunos casos es imposible discriminar entre dos o mas condi-
ciones, mientras que algunas enfermedades tienen perfiles de indice de refraccién
de sangre tan tinicos que pueden ser distinguidas facilmente. Finalmente, expli-
camos que, por ahora, el método esbozado en este trabajo debe ser utilizado en
conjunto con pruebas de sangre existentes.

El diagnéstico de la sangre entera no es trivial. Distintas componentes y distin-
tos patégenos entran en distintos regimenes 6pticos, pues sus tamafios en relaciéon
con la longitud de onda de la luz utilizada para medir es de importancia vital al
determinar cudl teoria usar para calcular n.y. Las particulas mucho més pequenas
que la longitud de onda deben ser estudiadas con la relacién de Clausius-Mossotti,
la ecuaciéon de los incrementos especificos de refracciéon o la ecuacién 2.1.10, de-
pendiendo de si tienen un volumen definido o no y, en caso de que no lo tengan,
cuédles de sus propiedades son conocidas. Las particulas mas grandes son mode-
ladas apropiadamente por la teoria de van de Hulst, aunque existen varios métodos
para calcular la amplitud de esparcimiento de la luz en la direccién de inciden-
cia, de la cual la teoria depende; diferentes métodos son apropiados bajo distintas
condiciones. El orden en el que todas estas particulas deben ser tomadas en cuenta
es muy especifico, y frecuentemente deben hacerse aproximaciones o suposiciones.

Nuestros resultados tedricos muestran que los distintos tipos de célula tienen
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efectos cualitativamente y cuantitativamente distintos sobre el indice de refraccién
de la sangre. Podemos concluir que el tamafio de las particulas tiene un efecto
muy grande sobre esta cantidad y que pardmetros como la forma y el indice de
refraccién de las particulas juegan un papel menor pero también significativo. Mds
aun, las consecuencias fisioldgicas de diversas enfermedades causan diferencias en
el indice de refraccién de la sangre que en algunos casos, como en el de la anemia
por deficiencia de hierro, el de la anemia perniciosa y el de las leucemias crénicas
graves, son suficientemente drasticas para permitir un diagndéstico. En otros ca-
sos, como la mayoria de los otros tipos de anemia, las diferencias son principal-
mente cuantitativas y son del orden de 1073 en ambas partes (real e imaginaria)
el indice de refraccién de la sangre, lo cual dificulta mucho el diagnéstico de es-
tas enfermedades; 102 estd justamente en el limite de resolucién de la mayoria de
los refractémetros comerciales, y las variaciones naturales del indice de refraccién
de la sangre de un individuo como causa de la variaciéon de la composicién del
plasma sanguineo en periodos de tiempo muy cortos, asi como las diferencias en-
tre el indice de refraccion de la sangre de individuos con las mismas condiciones
médicas (de salud o enfermedad), seguramente opacardn estas diferencias cau-
sadas por enfermedades. La siguiente tabla muestra un resumen de cudles en-
fermedades son diagnosticables por indice de refraccién y cuéles no lo son; verde
significa facilmente diagnosticable, amarillo significa diagnosticable solamente en
los casos més severos, y rojo significa no diagnosticable con nuestro método.

Enfermedad Diagnosticable?
Anemia falsiforme no
Anemia por deficiencia de hierro s
Talasemia no
Esferocitosis no
Anemia perniciosa si
Anemia aplastica no
Policitemia si
Leucemia aguda no

Leucemia crénica linfocitica en casos severos

Leucemia crénica mielégena en casos severos
Malaria no

Las diferencias entre el indice de refraccién de la sangre enferma y el de la
sangre sana parecen aumentar con la longitud de onda. La aproximacién que em-
pleamos para calcular la amplitud de esparcimiento de las células sanguineas no
nos permite calcular el indice de refracciéon de la sangre mucho maés alla de 800 nm,
pero, si la tendencia creciente de estas diferencias se mantiene (cosa que es nece-
sario explorar en trabajos futuros y en ampliaciones a este método), es posible que
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las diferencias se vuelvan suficientemente grandes para permitir el diagnéstico de
las enfermedades que aqui concluimos que no son facilmente distinguibles.

A primera vista, podria parecer sencillo utilizar luz de una longitud de onda
muy corta o muy larga y utilizar una sola teoria para todos los tipos de particula
que pueden existir en el torrente sanguineo. Sin embargo, el uso de luz fuera
del espectro visible conlleva muchos problemas, algunos de los cuales vencen el
proposito de crear un modelo como éste para diagnosticar sangre: la luz ultravio-
leta es absorbida demasiado eficientemente por el tejido bioldgico para que éste
permanezca intacto, y la condicién de particula grande no se satisface para longi-
tudes de onda muy grandes, obligdndonos a utilizar algtin otro método para calcu-
lar S(0). La luz visible tiene la ventaja de que ninguno de estos fenémenos ocurre,
y los espectros de 7, de la sangre sana y la sangre con muchas enfermedades son
complicados y ricos en informacién en el intervalo entre 400 nm y 800 nm.

Nuestros resultados experimentales muestran que es posible realizar medicio-
nes en sangre entera diluida a una concentracién del 50%, lo cual implica que es
factible llevar a cabo tanto experimentos para poner a prueba nuestro modelo como
experimentos para detectar enfermedades; uno simplemente necesita utilizar el
equipo adecuado, pues un refractometro de Abbe estandar, cualquier aparato que
realice mediciones basadas en reflectancia y todos los interferémetros de luz cohe-
rente son inttiles para este propésito.

Atn queda mucho trabajo por hacer. La parte mds importante de este trabajo
es extender el modelo para poder tomar en cuenta (y ultimadamente ignorar) el
material que se encuentra entre el torrente sanguineo y el exterior del cuerpo del
paciente, donde un detector se colocaria. Solamente entonces puede este modelo
verdaderamente ser no-invasivo y, por lo tanto, mejor en todos los sentidos que
todas las otras pruebas de sangre. Alternativamente, si uno quisiera estudiar e
intentar diagnosticar enfermedades afectando, por ejemplo, las paredes de los va-
sos sanguineos, uno podria elegir extender el modelo de tal forma que los datos
obtenidos no ignoraran la presencia de las paredes; ése, sin embargo, es otro tipo
de trabajo, pues uno ya no estaria trabajando puramente con mezclas de particulas
suspendidas en un medio de fondo. Otras lineas de trabajo que quedan y podrian
continuar extendiendo y perfeccionando el modelo incluyen el estudio de enfer-
medades no tratadas aqui. Se ha determinado que los desérdenes de los trom-
bocitos son indetectables utilizando solamente el indice de refraccién efectivo de
la sangre, pero la mayoria de las otras enfermedades deberian tener efectos visi-
bles sobre el indice de refracciéon. En cuanto a experimentos, es necesario realizar
cantidades estadisticamente significativas de mediciones de Re(r1.) y Im(71.¢) en
pacientes sanos y en pacientes enfermos para poner a prueba la validez de nuestros
resultados numéricos para sangre sana y nuestros resultados numéricos y cualita-
tivos para sangre enferma.
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