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RESUMEN

En el presente trabajo de tesis proponemos el uso de la técnica de espectroscopia de
fluorescencia para el estudio del fendmeno de fluorescencia en tejido epitelial de cebolla.
Particularmente, proponemos un modelo analitico para el estudio del fendmeno de
fluorescencia en epitelios superficiales, asi como su evaluacion experimental mediante el
disefio y la implementacion de un arreglo dptico que permita medir los cambios de intensidad

de fluorescencia como funcion del &ngulo de incidencia la fuente de excitacion.

La metodologia de estudio propuesta, basada en el modelo analitico y el desarrollo de este
arreglo dptico, tienen como propdsito estudiar y mejorar nuestro entendimiento sobre el
fenomeno de fluorescencia en tejidos epiteliales superficiales. Lo anterior, puede
proporcionar informacion que apoye la optimizacion y eficacia de instrumentos biomédicos
basados en espectroscopia de fluorescencia, como es el caso de aquellos desarrollados para
estudios clinicos de diversas patologias, como es el cierre de heridas crénicas en la Unidad
del CCADET en el Hospital General de México Dr. Eduardo Liceaga.

Para medir la intensidad fluorescencia en tejido epitelial propusimos el uso un fantasma que
consistio en emplear tejido epitelial vegetal de facil disposicion y conservacion, el cual fue
teflido con rodamina 6G, tinte fluorescente ampliamente empleado en espectroscopia.
Ademas se elabor6 una muestra de referencia con la cual, podamos comparar entre un medio
dispersor que fluoresce (tejido epitelial con rodamina 6G) y un medio no dispersor que

fluoresce (pelicula de esmalte con rodamina 6G).

En la pelicula de esmalte con rodamina 6G se observo que el fendmeno de fluorescencia no
es dependiente del modo de polarizacion de la fuente de excitacion. Ademas, observamos
que el tejido epitelial de cebolla muestra un comportamiento birrefringente.

El modelo matematico propuesto para describir el fendmeno de fluorescencia tiene una buena
concordancia con los resultados experimentales aunque es indispensable ampliar el estudio
del fenomeno de fluorescencia en tejido superficial y ajustar el modelo con el propdsito de

mejorar su eficacia.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES

El tejido epitelial constituye uno de los cuatro tejidos fundamentales en un
organismo. Este representa en su conjunto mas del 60 % de todas las células del cuerpo
humano. Los epitelios recubren superficies corporales, tanto internas como externas.
Ademas, los derivados epiteliales son las principales células secretoras del organismo y en
algunos casos, como el higado, forman el propio parénquima del érgano [1,2]. Los epitelios
varian mucho en cuanto a su conformacién y esto dependera de acuerdo a funciones que
desempefian, pudiéndose clasificar en tres tipos: revestimiento o barreras selectivas de
proteccion, glandulares y sensoriales. Una forma sencilla de clasificar los distintos tipos de
epitelio es por la cantidad de substratos o capas celulares y la forma de las células como son:
epitelio plano, epitelio como cubos, epitelio como columnas y epitelio poliestratificado (Ver
Fig. 1.1)

Fig. 1.1. Tipos de epitelios a) Epitelio plano b) Epitelio como cubos c) Epitelio como columnas
d) Epitelio poliestratificado [3].
Los epitelios se adaptan estructuralmente para cumplir alguna o varias de las siguientes
funciones [2,4]:
e Barrera de proteccién
e Transporte de material a lo largo de su superficie libre
e Absorcion

e Sintesis y secrecion
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e Recepcion de estimulos

Por otro parte, algunas de las patologias asociadas a epitelios son:

e Metaplasia, es la transformacion patoldgica de un tejido adulto en otro tejido
distinto, por lo general de la misma hoja blastodérmica. Las causas de metaplasia
son multiples, pero todas producen una irritacion crénica del tejido [5].

e Esclerodermia, es la esclerosis sistémica (ES) es una enfermedad generalizada
del tejido conectivo que se caracteriza por engrosamiento Yy fibrosis de la piel y
que compromete a oOrganos internos como el tracto gastrointestinal, pulmon,
corazon y rifion. Se acompafia de anticuerpos relativamente especificos y de
alteraciones de la microvasculatura [6].

e Dermatitis, es un trastorno cutaneo prolongado (crénico) que consiste en
erupciones pruriginosas y descamativas. Es un tipo de eccema. La dermatitis
atopica se debe a una reaccion en la piel. Esta provoca picazon, hinchazon y
enrojecimiento continuos. Las personas con dermatitis atopica pueden ser mas
sensibles debido a que su piel carece de ciertas proteinas que mantienen la barrera
protectora contra el agua [7].

e Herpes labial simple, se caracteriza por una ampolla intraepidérmica, con grados
variables de necrosis. Las alteraciones mas caracteristicas se observan en los
nacleos de los queratinocitos epidérmicos, que muestran una marginacion
periférica de la cromatina, que aparece pegada a la membrana nuclear y el
resultado son queratinocitos de nucleo balonizado, en anillo y con aspecto de
vidrio esmerilado. En el citoplasma de estos queratinocitos, la anomalia mas

precoz es la presencia de vacuolizacion [8].

1.1.1 TECNICAS DE EVALUACION EMPLEADAS EN EPITELIOS

En general no existe una sola técnica para evaluar las posibles alteraciones
patoldgicas en tejidos. Las técnicas mas comunes utilizadas para evaluar las alteraciones

patoldgicas descritas en la seccion anterior son:
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Metaplasia utiliza dos técnicas. La endoscopia, es una forma de mirar dentro del cuerpo
mediante una sonda flexible que tiene una pequefia cdmara y una luz en su extremo. Este
instrumento se denomina endoscopio [9]. Biopsias, es la extraccion de células o tejidos para
ser examinados por un patologo. El patélogo puede estudiar el tejido con un microscopio o
someter las células o el tejido a otras pruebas. Hay diferentes tipos de biopsias. Los tipos mas

comunes son: biopsia por incision, biopsia por escision y biopsia con aguja [10].

Esclerodermia utiliza una técnica denominada capilaroscopia periungueal, cuya importancia
radica en que en los pacientes con Esclerosis Sistémica pueden presentar dos patrones de
alteracion capilar que pueden predecir en meses e incluso en afos la forma clinica antes de
que aparezca otra sintomatologia clinica. Los patrones son: Patrén lento, con dilatacion de
asas capilares por sus tres porciones arteriolar, capilar y venular. Patrén activo, con pérdida
de asas capilares por destruccién de las mismas ya sea difusamente o de forma mas tipica en

areas vecinas a las zonas de dilatacion [11].

Dermatitis, una técnica es por medio de la prueba del parche, si el médico considera que
tienes dermatitis, puede realizarte la prueba del parche en la piel. En esta prueba se aplican
en la piel diversas sustancias, en pequefias cantidades, y se cubre la zona con cinta adhesiva.
Luego, durante distintas visitas de control en los dias posteriores, el médico te examinara la
piel para saber si se ha producido una reaccion a alguna de las sustancias aplicadas. Este tipo
de prueba es mas precisa si se la realiza al menos dos semanas después de que haya
desaparecido la dermatitis. Resulta especialmente Util para detectar una alergia de contacto

especifica [7,8].

Herpes simple labial puede diagnosticarse revisando la zona de la boca afectada. Algunas
veces, se toma una muestra de la Glcera y se envia a un laboratorio para un analisis mas
detallado. Los examenes pueden incluir: Cultivo de virus, Pruebas de ADN del virus y Prueba
de Tzanck en busca del VIH [7,8].

Por otra parte, las alteraciones patologicas en epitelio y tejido son acompafiadas por cambios
fundamentales en el entorno molecular que pueden ser analizados por espectroscopia de

fluorescencia.
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Estudios previos han demostrado el potencial de la espectroscopia de fluorescencia para
proporcionar informacion espacial y temporal sobre los cambios moleculares e incluso
estructurales del tejido epitelial [12,4]. Por lo tanto, dicha técnica puede resultar en un medio
objetivo de evaluacion para monitorizar los componentes clave del proceso de cierre de
heridas [4], la evolucion fibrosis en tejido [13], delimitacion de lesiones cancerigenas [4],
etc. Sin embargo, existe ain un conocimiento limitado del proceso de fluorescencia en
tejidos. Por consiguiente, es indispensable profundizar en el estudio del fendmeno de
fluorescencia en medios altamente esparcidores, como el tejido epitelial, con el fin de mejorar

nuestra comprension del proceso de fluorescencia en tejidos.

1.2 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

La espectrometria de fluorescencia también llamada fluorometria o

espectrofluorimetria es el estudio del proceso de absorcion de una muestra al ser excitada
con energia electromagnética y su proceso de fluorescencia a consecuencia de la excitacion
de la muestra. Esta técnica en términos sencillos consiste en hacer incidir un haz de luz a la
muestra bajo estudio y captar el espectro de luz emitido con el objetivo de determinar la
presencia del o los fluoréforos de interés. Se le llama fluoroforos a aquellas moléculas o parte
de las moléculas que tiene la capacidad de fluorescer. Algunos dispositivos comerciales
empleados en este tipo de estudio son: espectrofluorémetros, microscopios de fluorescencia,
escaneres de fluorescencia, citometros de flujo, etc.
El espectro de excitacion corresponde con el espectro de absorbancia. Ambos espectros son
una representacion de la intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias en funcion de la
longitud de onda excitacion. El uso de la espectroscopia de fluorescencia ha sido sugerido en
diversas aplicaciones médicas como son: el monitoreo de cancer en cuello uterino (ver Ref.
14), como sistema de fotografia de excitacion de autofluorescencia para demarcar lesiones
en piel de rapida proliferacion celular (Ref. 15) y utilizado como un sistema de biopsia optica
para el andlisis de tejidos (Ref. 16), por mencionar algunas.
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1.2.1 FLUORESCENCIA

La fluorescencia es un caso particular del fendmeno conocido como
fotoluminiscencia. Cuando la luz incide sobre una sustancia organica o inorganica, interactua
con los componentes del medio y se producen fendmenos Opticos como la absorcién, la
reflexion y el esparcimiento, entre otros. En particular, existen sustancias que absorben la
energia de la luz incidente de cierta longitud de onda y luego reemiten parte de esta energia
a una mayor longitud de onda. Dependiendo de la naturaleza del estado excitado la
fotoluminiscencia se puede dividir en dos categorias: fluorescencia y fosforescencia [17].
Este fendmeno se representa graficamente en el diagrama de Jablonski como se muestra en
la Fig. 1.2.
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Fig. 1.2. Diagrama de Jablonski. Procesos probables de excitacion y relajacion [18].

En la Fig. 1.2 se muestra el diagrama de Jablonski donde se ilustra las transiciones
electrénicas probables durante los procesos de excitacion y relajacion. Para fines practicos la
fluorescencia y la fosforescencia son procesos similares. La diferencia consiste en los
tiempos de vida del foton. Para la fluorescencia el tiempo de vida aproximado esta en un

rango de 10° - 107 s y para la fosforescencia de 107 - 102 s [19].

La fluorescencia en materiales bioldgicos puede ser de dos tipos: intrinseca y extrinseca.
Siendo la primera aquella donde se excita a los elementos que componen al material
bioldgico como proteinas y aminoacidos. Ejemplos de esto son el triptofano, tirosina,

fenilalanina incluso el DNA, etc [20]. A estos elementos se les llama fluoroforos intrinsecos
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y en la Tabla 1 se muestran algunos fluoréforos y su longitud de excitacion (Lex) Y emision
(Aem).

Tabla 1.1. Tipicos fluordforos intrinsecos y su longitud de onda de excitacion y emision [20].

DNA, RNA 260 320
Triptéfano 275-295 330-340
Tirosina 275 300
fenilalanina 260 280

Por otra parte, la fluorescencia extrinseca en materiales bioldgicos se refiere a aquella donde
al material bajo estudio se le agrega un marcador fluorescente externo. Estos marcadores se
les dan el nombre de fluoréforos extrinsecos. Ejemplos de algunos son: fluoresceina, TRITC,

lucifer yellow, Rodamina 6G, etc. (ver Tabla 2) [21].

Tabla 1.2. Fluordforos extrinsecos utilizados para la espectroscopia de fluorescencia [21].

Rodamina 6G 300-550 520-650
TRITC 535-545 570-580
lucifer yellow 430 540
Fluoresceina 470 550

1.3 POTENCIAL HERRAMIENTA DE DIAGNOSTICO

La espectroscopia de fluorescencia, como técnica de diagndstico de alteraciones
patoldgicas en organismos, mide la radiacion electromagnética que emana de la materia que
interactta con ella. Su aplicacién en areas de la medicina se encuentra en la region del
ultravioleta al infrarrojo cercano. Se emplea para el analisis de los cambios bioquimicos y
morfoldgicos de los tejidos in vivo y ex vivo [22]. Se ha propuesto como herramienta auxiliar
en el diagnéstico médico de enfermedades como son: diabetes (evaluacién de cierre de
ulceras), fibrosis hepatica (cuantificacion de fibrosis), cancer (delimitacién de lesiones), etc.

En diferentes investigaciones cientificas la espectroscopia de fluorescencia ha presentado
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una alta sensibilidad y especificidad cuando es comparada con la histopatologia de los tejidos
[23,24].

La concentracion de fluoroforos puede ser atribuidos a varios eventos, por ejemplo a cambios
quimicos, estos pueden dejarse de producir o al contrario producirse mas en estados de
enfermedad. Del mismo modo, la distribucion o la constitucion del fluor6foro puede variar a
lo largo del tejido, por ejemplo NADH es una molécula fluorescente en su forma reducida y
no es fluorescente en su forma oxidada. EI cambio en la microestructura (ambiente local)
que rodea al fluoroforo puede tener efectos importantes en las propiedades de fluorescencia,
como la eficiencia cuantica, la posicion espectral del maximo de la emision fluorescente, el
ancho de su linea espectral y el tiempo de vida de la fluorescencia. Todos estos factores tienen
un impacto significativo en la emisién de fluorescencia del tejido ya que varian sus
propiedades Opticas [19,25].

Un factor importante en las diferencias asociadas con los estados de enfermedad del tejido,
es la presencia de cromoforos como la hemoglobina, ya que varian en concentracion,
dependiendo del estado y tipo de la enfermedad pueden absorber la luz a las longitudes de
onda de la fluorescencia emitida por el tejido o también absorber longitudes de onda de la
luz de excitacion empleada en el andlisis. Un ejemplo es el incremento de la vascularizacion
del tejido tumoral debido a la angiogénesis, esto incrementa la hemoglobina que absorbe en
el rango visible del espectro electromagnético [19].

1.4 MOTIVACION

La Unidad de Investigacion y Desarrollo Tecnolédgico (UIDT) del CCADET en el
Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga” desarrolla una linea de investigacion en
instrumentacion biomédica, basada en espectroscopia de fluorescencia de UV para la
evaluacion de tejido. Actualmente se realizan estudios de regeneracion de tejido epitelial y

el estudio de tejido bioldgico fibroso por medio de esta técnica.

En este trabajo de tesis se propone disefiar e implementar una metodologia de estudio para el
analisis de fluorescencia en tejido epitelial superficial bajo consideraciones sencillas, la cual

nos brinde informacion util para entender el fendmeno de fluorescencia en medios altamente
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esparcidores como lo es el tejido. Esto con el fin de explorar en un futuro la posibilidad de

aumentar o seleccionar la penetracion de exploracion.

1.5 HIPOTESIS

Cambios identificados en el ancho espectral o la longitud de onda de méaxima
fluorescencia del tejido epitelial superficial como funcion del angulo de incidencia de la
energia de excitacion pueden proporcionar informacion relacionada con diferentes estratos o

capas del tejido.

1.6 OBJETIVO

Proponer, disefiar e implementar una metodologia de estudio para el analisis de

fluorescencia de tejido epitelial superficial.
Obijetivos particulares

e Proponer y validar un modelo analitico de estudio del fendémeno de fluorescencia en
tejido epitelial superficial.

e Diseflar e implementar un arreglo Optico para el estudio del fenémeno de
fluorescencia en tejido epitelial superficial de facil adquisicion y manejo.

e Analizar los espectros de emision de fluorescencia de la muestra.

e Estudiar las caracteristicas de fluorescencia del tejido como funcion del angulo de

incidencia del haz de excitacion y su relacién con las propiedades Opticas del tejido.
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1.7 METODOLOGIA

e Propuesta de un modelo analitico del fendmeno de fluorescencia del tejido
superficial.

e Disefio y determinacion de componentes oépticos y electrénicos del arreglo
experimental para la validacion del modelo propuesto.

e Construccion y caracterizacion del arreglo optico.

e Estimacion del indice de refraccion efectivo de las muestras y estudio del fendmeno
de fluorescencia como funcion del angulo de incidencia de la energia de excitacion.

e Anadlisis de las caracteristicas Opticas Yy los espectros de emisién como funcion de
angulo de excitacion.

e Validacién del estudio.

1.8 ORGANIZACION DEL DOCUMENTO

El presente documento estd compuesto por V capitulos. El capitulo | es una breve
descripcion de los antecedentes de la técnica empleada. Por otra parte, establecimos la

hipétesis de nuestro estudio, asi como el objetivo y la metodologia empleada.

En el capitulo 1l se explicara las caracteristicas, consideraciones y desarrollo del modelo
matematico utilizado para describir el perfil de intensidad de fluorescencia intrinseca en

funcién del angulo de incidencia de la fuente de excitacion.

En el capitulo 111 se presenta la metodologia experimental empleada para medir el perfil de
intensidad de fluorescencia en funcién del angulo de incidencia de la fuente de excitacion.
Por otra parte, se detalla el proceso desarrollado para la preparacién de las muestras de

estudio, asi como el disefio experimental empleado.

En el capitulo IV presentaran los resultados tedricos y experimentales obtenidos la
caracterizacion de la muestra de referencia y las mediciones realizadas en modo de reflexion
(para el tejido epitelial y la muestra de referencia) y en modo de transmitancia (para la
muestra de referencia). Se realiza la validacion del modelo matematico propuesto con los

resultados obtenidos en la muestra de referencia y tejido epitelial.
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En el capitulo V se mencionan las conclusiones mas relevantes obtenidas durante el

desarrollo de este trabajo de tesis.
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CAPITULO Il

MODELO MATEMATICO

2.1 INTRODUCCION

El objetivo de este trabajo de tesis es proponer una metodologia de estudio del
fendmeno de fluorescencia intrinseca en tejido superficial cuando el haz de excitacion incide
a distintos angulos, como se muestra en la Fig. 2.1. En este capitulo se propone un modelo
matematico que permita describir el perfil de intensidad de fluorescencia como funcién del

angulo de incidencia de la fuente de excitacion.

Fibra dptica

Punto de
observacion

Fuente de
excitacion D.L

Angulo incidente Fluorescencia

variable

Fig. 2.1. Esquema del fendmeno de fluorescencia en una pelicula delgada fluorescente. Donde,
na= Indicé de refraccion del aire, nm= Indicé de refraccion del medio.
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Existen modelos matematicos reportados en literatura utilizados para describir el fenémeno
de fluorescencia en tejidos bioldgicos. Cada modelo considera ciertas caracteristicas como:
cantidad y concentracion de fluordforos, la estructura intrinseca del material bioldgico,
absorcion, dispersion de cada elemento que contenga el tejido biologico, etc. [1-5].
Belarmino Segura Giraldo (Ref. 1) por ejemplo describe un modelo matematico para la
deteccion de precanceres en tejidos de cuello uterino basado en la ley de Beer-Lamber. El
tejido es representado como una sola capa, la cual es infinitamente profunda con respecto a
la capacidad de penetracion de la luz incidente. Se considera a cada molécula asociados a
esta enfermedad capaz de fluorescer y promedia la cantidad de luz que absorben y emiten
cada fluordforo. Con esta informacion describe la intensidad de fluorescencia cuando la
enfermedad esta o no esta presente.

Por otra parte, Fischer (Ref. 2) emplea un modelo matematico para describir el crecimiento
de biopeliculas de hongos en superficies marinas. En este caso, se utiliza la funcién de
Gompertz (funcion aplicada para describir el crecimiento poblacional del medio celular de
interés ver Ref. 6), para describir el crecimiento de los hongos que forman la biopelicula.
Para lo cual, divide en tres fases en las cuales establecen: aparicidn del hongo, crecimiento y
formacion de la biopelicula. En cada una de las fases se estima la intensidad de fluorescencia
que se obtendra por el crecimiento de la biopelicula y se estima en qué fase se encuentra la

formacion de la biopelicula.

Dado que el tejido biolégico es un material muy complejo existen diversos modelos
matematicos, cada uno de ellos describe la fluorescencia en funcién de las incognitas o
variables a examinar. Por lo general, los modelos matematicos empleados para describir
fluorescencia utilizan el Método Monte Carlo (ver Refs. 2-5) por ser una técnica
relativamente sencilla y con buenos resultados. Para geometrias y procesos complejos el
Método Monte Carlo resulta ser un método numérico adecuado. Sin embargo, durante la
revision de la literatura, se observd que los modelos matematicos que se utilizan para
describir el fendmeno fluorescencia enfocan su atencion a las caracteristicas del tejido. Si
bien esto no es una idea errdnea, son pocos aquellos trabajos que toman en cuenta parametros
de optimizacion tales como al angulo de incidencia de la fuente de excitacion [1,2].

Generalmente reportan que hicieron simulaciones por computadora para encontrar el angulo
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de incidencia de la fuente de excitacion éptimo para obtener la mayor intensidad de
fluorescencia aunque no es claro y no cuentan con un trabajo experimental al respecto.
Ademaés, se considera que en ciertos casos no es un factor de relevancia. Por esta razon,
proponemos un modelo analitico capaz de describir la variacion de la intensidad de

fluorescencia en tejidos como funcion de angulo de incidencia de la fuente de excitacion.

El modelo matematico utilizado en este trabajo es una propuesta publicada en 2014 (ver Ref.
7). Este modelo describe el comportamiento de la luz difusa retroesparcida por “n” particulas
suspendidas en un medio liquido, llamado matriz., Posteriormente se propaga el campo
electromagnético esparcido por esa particula hasta el detector y se calcula la intensidad
correspondiente, finalmente se suma incoherentemente la intensidad debida a cada particula
para asi obtener una ecuacion que describa el comportamiento de la luz retroesparcida. Este
modelo ha sido empleado para determinar parametros como el indice de refraccion (IR) en

medios altamente dispersores.

A continuacion se describe de forma breve el desarrollo del modelo matematico capaz de
emular la intensidad de fluorescencia intrinseca de un tejido en funcién del angulo de
incidencia de la fuente de excitacion. Esto con el propésito de mejorar nuestra comprension
del fendmeno y que apoye la metodologia de estudio del proceso de fluorescencia en tejido

epitelial superficial.

El modelo matematico a continuacion descrito considera el siguiente escenario. Se excita la
muestra mediante un campo electromagnético incidente a cierto angulo, posteriormente se
establece el campo emitido por un fluoréforo, después se propaga el campo electromagnético
radiado por el fluoréforo hasta el detector y se calcula la intensidad correspondiente. Por
ultimo, se suma incoherentemente la intensidad debida a cada fluoréforo excitado en la
muestra para asi obtener una ecuacion que describa el comportamiento de la fluorescencia

del tejido como funcion del angulo de excitacion.
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2.2 MODELO MATEMATICO DE FLUORESCENCIA

Suponemos un conjunto de fluoréforos inmersos en un material (ver Fig. 2.2) y semi-
infinito llamado matriz, el cual tiene un indice refraccion n,. Los fluoréforos estan
localizados dentro del semi-espacio z<0 y se asume que la matriz es no magnética y con una
permeabilidad magnética u,. Ademas, todos los fluoréforos son considerados como esferas

de radio a y su centro esta localizado en z < -a.

A
Z
Na
() = X
T'n Nm
o o °
Fluoroforos ®

Fig. 2.2 Esquema de radiacién de una fluordforo inmerso un medio denominado matriz de
indice de refraccion nm y cercano a la frontera con el medio incidente considerado
aire de indice de refraccion. Donde, na= Indicé de refraccion del aire, nm= Indicé de
refraccion del medio.

El modelo considera uno de los fluoroforos, el n-ésimo fluoréforo localizado en la posicion
7, como se muestra en la Fig. 2.2. Se propaga el campo emitido por este fluor6foro a través
del medio matriz y posteriormente lo transmitimos dentro del medio incidente, el cual es
considerado aire. Entonces, se propaga el campo transmitido al plano de deteccion, el cual
por simplicidad se asume que estd en el mismo medio y en la regién de campo lejano,
obteniendo asi la intensidad debida al campo emitido por el n-ésimo fluor6foro en el plano
de deteccion. Finalmente se suma incoherentemente la intensidad debida a todos los
fluoroforos localizados en otras posiciones en la muestra, tomando el promedio
configuracional, el cual asume una densidad uniforme de probabilidad de encontrar alguno

de los fluoréforos debajo de la interface.

Primeramente se asume una onda plana monocromatica con frecuencia w que incide en la

matriz desde el semi-espacio negativo (z<0) a el sistema aleatorio de fluoréforos. EI campo



CAPITULO 2 | 17

eléctrico emitido por un fluoroforo puede ser expresado en términos de la corriente inducida
dentro del fluoréforo, para el n-ésimo fluor6foro “n” situado aleatoriamente en una fraccion

de volumen localizado en “r;,” se puede escribir de la siguiente forma [8]:

ES(rTy) = iwp [, d*r'G(rr) - Jind () (1)
Donde:

;, = Es el lugar ocupado por el n-ésimo fluoréforo.

G(r; ") = Es funcion diadica de Green del vector de la ecuacion de Helmholtz a la

frecuencia w con la condicion a la frontera de la radiacion de Sommerfeld [8].

Para puntos de observacion fuera de los fluoroforos (r € V,,) podemos usar la funcion de
Green diédica [8].

G(r;r) = — [ dk,dk, k_lz (1 - kiky )expliky - (r — 1] @)

Donde k; = k@, + k,a, + k,a,, k, = Jkén%, — k% — k3. Los signos + y — son usados
para indicar z > z'; z < z' , respectivamente.

En general podemos escribir [7]:

i ’ 1 T 1o " "
@) = mfvn T, (r', 1) - Eg¥(r")d>r 3)
Donde:

ES*¢(r'") = Es el campo que excita el n-ésimo fluoréforo.

T,(r',r'"") = Es el operador de transicion lineal para el n-ésimo fluoréforo [8]. El cual
obedece a la ecuacion integral de Lippmann-Schwinger [8]. Este corresponde al operador de
transicion para el fluor6foro embebido en un medio matriz. EI campo debido el n-ésimo
fluoréforo incluye la contribucion de los demas pero descarta el campo originado por el

mismo. Sin embargo considera el campo que ejerce sobre los demas.

Para puntos con z>0 esto es mas grande que la coordenada z' para todos los puntos (r € V,,)

podemaos escribir,
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w 1 i
ES(r) = —8—1‘:;’ f dkxdkyk—(l -k.k,)- f d3r" exp[ik, - (r — r")] Jind(r")
VA

(4)
Haciendo un cambio de variable r' = r¢ + 1, donde 7 es el vector de posicion relativo al
centro del fluoréforo el cual esta en r,.

Asi, se obtiene r, =r' + 1,y d3r' = d>r, reescribimos.

) explik, - (r—r, “ a
ES(r) = 8n‘2‘°fdkxdky pl *k( )l (1-k,k,)
Z

j @7, exp(—ik, - 1) 191y )

()
La Ec. (5) se puede escribir como:
ES(r) = — 522 [ dydl, “ERETT0 sk k) 6)
Donde:
s(ke kyiTa) = A= kiky) - [, drexp(=ik,  r)J(rsry) ()

La Ec. (7) se asume que el medio matriz n,, tiene un indice de refraccion efectivo n.sf
ademas es una superposicion lineal de ondas planas inhomogéneas viajando en el medio.

Tomando en cuentas estas condiciones: k, y kK, se remplazan con

Kepr = kydy+ kya, + k, 4,y k. respectivamente donde k,rf = \/kgngff —ky—k,
Con estos cambios debemos reinterpretar las corrientes inducidas dentro de los fluoréforos
como las corrientes inducidas en exceso de aquellas corrientes que deberian de ser generadas
en la matriz de indice de refraccion n., y dentro del volumen ocupado por el fluoréforo

pero sin el fluoréforo. Entonces podemos escribir

ES(r) = — 222 [ dk,dk Wseff(kx,ky;rn) (8)
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De la Ec. (8) se le agrega el superindice s¢// (k,, k,) para indicar que este término viene de
usar las corrientes efectivas inducidas en exceso sobre aquellas inducidas en la matriz de

indice de refraccion n, ¢ donde el n-ésimo fluoréforo se encuentra localizado.

Se observa que el kernel de la Ec. (8) esta dividido por kjff el cual tiene un minimo cuando
ki+ k3 = Re(nﬁff) el cual puede tomar el valor de cero si el indice de refraccion es real.
Los valores k, y k,, que satisfacen la tltima ecuacion corresponden a ondas planas viajando

paralelas a la superficie del sistema, esto es al planoz = 0

Si se considera que el semi-espacio negativo donde la luz incide tiene un indice de refraccion
diferente na (aire) y se asume como real, se introduce una interfaz plana en z = 0 entre dos
indices reales, na y nm. Al introducir esta interface tanto el campo incidente sobre los
fluor6foros como el campo que excita alguno de las fluoréforos se modifica. EI campo
incidente se refracta y es multiplicado por un coeficiente de transmision en la interface, y el
campo que excita los fluoréforos incluira ahora mdaltiples reflexiones de la interface.

El detector es colocado en el medio incidente a una gran distancia de la interface y viendo
hacia la superficie. Por lo tanto se propagan las ondas planas de cada fluor6foro al plano de
deteccion.

Primero propagamos los campos justo antes de la interface en estoesen z = 0~

Por lo tanto:

exp[ikxx+ikyy—ik§ffzn]

En(D)l=0- = —5° [ dkydk, 77 5o (ky, ky; 1) ©)

Por otra parte el campo del otro lado de la interface en z = 0* se obtiene al dividir el campo
en su trasversal eléctrico TE, y trasversal magnético TM, y multiplicar por el correspondiente

coeficiente de trasmision.

Por lo tanto:

—oko expliky(x = xa) + iy (v = y) = ik 2]

= f dk,dk, oI Tk, ky)

5 (I ey )

En(0)|,=0+ =

(10)
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Donde:
hew ky) - 5 (ky, loyimy) = tTESEE (Ko, hey; 7 ) St + t™ 550 (s Koys 7) ST
(11)
Las variables t7E y t™ son los coeficientes de trasmision para ondas polarizadas TE y TM

respectivamente. Los vectores unitarios TE y TM que aparecen en la Ec. (9) estan dados por

§TE = (keff X ﬁz)/lkeff X ﬁzl y §TM = (keff X §TE)/|keff X §TE| (12)
Puesto que tnicamente la componente z de k& puede ser compleja, podemos ver que S;5

es un vector real unitario. Sin embargo, Sy, es en general un vector unitario complejo.

Ahora, se introduce el factor exp(ik?z) con k! = \/kgnf, — k% — k3 en el kernel de la Ec.

(8) para propagar el campo dentro del medio incidente del indice de reflexion n,. Podemos
propagar el campo de la Ec. (8) en el campo lejano y usar el método de fase estacionaria [9]
para evaluar el campo. Para este fin, asumimos que el sistema se extiende a lo largo pero
finita area sobre z = 0 y llevamos el punto de observacion muy lejos comparado a las
dimensiones laterales del sistema.

Por lo tanto:

Wy 4m?iky, cos O exp(—i k;ffzn)
812 2nr k;ff
Donde k; = k,sinfcos® y k, = k,sinf cos@ son coordenadas del punto de fase

Ex(r) = ?(kp k) - Seff(kp ky; 1) (13)

estacionaria en el espacio (kq,k,) y (r,6,9) son las coordenadas esféricas del punto de

observacién r. Por otra parte:

€7 = Jwr/end — i -1 (14)

En general la Ec. (13) es complejo ki’ = Re{k{’/} + Im{k;’/} puesto que n,; es en
general en numero complejo para coloides turbios. Incluso en la ausencia de absorcion [10],

[11]. El perfil de intensidad angular en la zona lejana esta dado para magnitud del promedio

en el tiempo del vector de Poynting S = %Re (E xH")

— 1 g2 KY_ 1 gz fe a1 £ 1p12%
S = I |E|’Re (W)_2|E| 2= m, |2EPF (13)
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Dado que los vectores unitarios Sy y Syp, son ortogonales uno al otro se obtiene:

€k ey - seff(kx,ky,rn)| tTE|2|Set) (kx,ky,rn)| + [t™2|set] (kx,ky;rn)gTM|2
(14)
Las funciones Sgz/ (e, ky; Tn) Y Spai (Kx keys 1) Sra SO proyecciones de s¢/7/ (ky, ky; 1)

sobre los vectores unitarios S;z Y Sy

Estas funciones hacen referencia a los coeficientes de transmision de Fresnel. Es razonable
agregar estos coeficientes dado que la fuente de excitacion varia angularmente su posicion.
Un andlisis riguroso de como calcular dichos coeficientes de Fresnel a partir de las

ecuaciones de Maxwell se pueden encontrar en [12].

En este caso los coeficientes de transmision ¢7 y t™ son proporcionales a k&//
[TE _ _2Wakh (TM — [Paf2 _2Eski (15)
pzki+ ik Ha&1 E2KL+ £1KS

Donde k. y k¢ en este caso son el nimero de onda incidente y transmitido, respectivamente.

Para obtener el perfil de intensidad debemos sumar la contribucion de todos los fluor6foros
que esparcen y tomar el promedio configuracional sobre su posicién, forma, tamafio e indice
de refraccion. Se asume que todos los fluoréforos son iguales y que la densidad de
probabilidad de encontrar el centro de algun fluor6foro debajo de la interface es uniforme y
estd dada por 1/V donde V es el volumen accesible al fluor6foro. Si asumimos que hay N

fluoréforos podemos escribir

L/2 L/2 —co
1 kjcosB j J e d exp[ZIm(KZeff)Zn]
2P " amr Xndynd |Keff|2
Z

I(r) = (|tke ky)

-L/2 -L/2 0
2
- SeM(ky, kys 10| )

(16)
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Donde:

p = N/v = Es ladensidad en nimero de fluoroforos.

(y > Es el promedio configuracional de las variables apropiadas, y se asume que las
dimensiones laterales de la pelicula ocupan un volumen V tan grande comparado a la

profundidad del volumen iluminado.

De laEc. (13) k, y k, estan en funcion del &ngulo de observacion 8 y @ que hacen referencia
a posicion donde se encuentra el elemento sensor. Esta dependencia angular, se puede omitir
ya que como se menciond en el capitulo | su posicion es fija en el caso bajo estudio. Por otra
parte, la fuente de excitacion varia angularmente su posicién; por tanto, es indispensable
considerar en el modelo la dependencia de angular de incidencia del haz de excitacion 9, lo

que modifica el valor de los coeficientes de Fresnel [12].

También se agrega la variable p, que esta relacionada con el haz de incidencia de la fuente
de excitacion y es la diferencia del indice de refraccion del medio que rodea la muestra y el
indice de refraccion del medio matriz, esta variable se puede relacionar con el coeficiente de
penetracion de la luz incidente sobre la muestra [13]

uz= KE¥Im(ngyp,,, — nisin®0;) /2 (17)
Donde:
nﬁffExc = Es el indice de refraccion efectivo de la pelicula en la longitud de onda de la

fuente de excitacion.
n2 = Es el indice de refraccion del medio que lo rodea la pelicula, es decir aire.

9; = Angulo de incidencia del haz de excitacion y esta relacionada con la posicion angular

de la fuente.

Hasta este momento no contamos con una técnica para estimar el valor numérico de la
densidad de numero de fluoréforos p y el radio r. Sin embargo su valor no depende de la
posicién angular de la fuente de excitacion, se hace la suposicién de que su valor debe ser

constante que llamaremos I,.

Después de realizar el algebra el modelo de intensidad de fluorescencia intrinseca -en funcion

del &ngulo de incidencia del haz de luz queda de la siguiente forma:
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Io TTE@)+T™ (9)

. 1 i
kgxclm(ngffExc—nﬁstBi) /2+2kgmllm(n€ff5mi )

1(9;) =

(18)

Donde:
TTE — Coeficiente de transmision de Fresnel transversal eléctrica.

T™ = Coheficiente de transmision de Fresnel transversal magnética.

k5*¢ = Vector de onda a la longitud de onda de excitacion en el medio.

kE™ = Vector de onda a la longitud de onda de emision en el medio.

nZ = Indice de refraccion del aire.

ngffm = Indice de refraccion efectivo de excitacion. Parte real e imaginaria.

nzsr. = Indice de refraccion efectivo de emision. Parte real e imaginaria.

Se debe de aclarar que el modelo matematico anteriormente descrito estd disefiado para
describir el perfil de la intensidad de fluorescencia en funcion del angulo de incidencia de la
fuente de excitacion en modo de reflexion. Aunque, con el fin de contrastar el
comportamiento experimental y tedrico se propuso un arreglo experimental alterno al
montaje inicialmente propuesto. Este arreglo experimental tiene el proposito de cuantificar

la potencia de excitacion trasmitida por la muestra como funcién del angulo incidencia.

2.3 CONCLUSIONES

Se presentd el modelo matematico que se propuso y utilizé en este trabajo de tesis
para describir el perfil de fluorescencia como funcién del angulo de incidencia de la fuente

de excitacion.

El modelo matematico establece una ecuacion sencilla (ver Ec. 18) que bajo ciertas
consideraciones depende solamente del indice de refraccion efectivo de la muestra en las

longitudes de onda de excitacion (ngss, )y emision (nesr, ).

En el siguiente capitulo se presentan la metodologia experimental empleada para medir el
perfil de intensidad de fluorescencia como funcién del &ngulo de incidencia de la fuente de
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excitacion. Por otra parte, se detalla el proceso desarrollado para la preparacion de las

muestras de estudio, asi como el disefio experimental empleado.
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CAPITULO Il

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 INTRODUCCION

El presente capitulo describimos la metodologia experimental empleada para medir
el perfil de intensidad de fluorescencia en funcion del angulo de incidencia de la fuente de
excitacion. Por otra parte, detallamos el proceso desarrollado para la preparacion de las

muestras de estudio, asi como el disefio experimental empleado.

En general, los elementos basicos que se utilizan para obtener espectros de fluorescencia,
consiste en una fuente de luz (i.e. energia de excitacion), la muestra que se va a analizar,
filtros Opticos pasabanda (opcionales, dependera de las necesidades de cada arreglo) y un
detector Optico con el cual registrar la intensidad de fluorescencia en las longitudes de onda
de interés. Esta configuracion aplica para todos los arreglos experimentales por sencillos o
complejos que estos sean. Las diferencias entre cada arreglo dependera para que fueron

disefiados.

Algunos ejemplos de arreglos experimentales reportados en literatura que son empleados
para medir el fendbmeno de fluorescencia son: caracterizacion de papel, monitorizacion del
crecimiento de biopeliculas, evaluacion de heridas, por mencionar algunos [1-3]. Rosa y
Bautista (ver Ref. 1) describen las propiedades de esparcimiento y fluorescencia de papel
bond. EIl arreglo experimental consiste en una fuente de excitacion laser a un angulo de
incidencia fijo, una esfera integradora conectada a un fotodiodo modelo MRD500 para medir
la intensidad de fluorescencia. Fisher (ver Ref. 2) monitoriza el crecimiento de biopeliculas
de hongos en superficie marinas. En este caso, el sistema sigue el mismo esquema, una
fuente de luz, la muestra de estudio (biopeliculas de hongos) y un detector dptico conectado
a una semiesfera a través 20 fibras oOpticas. Gutiérrez-Herrera (ver Ref. 3) demuestra la
eficacia de un sistema de fotografia de excitacion de autofluorescencia para demarcar

lesiones en piel de rapida proliferacion celular. Por otra parte, el equipo Fluorolog del
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Laboratorio Universitario de Caracterizacion Espectroscopica (LUCE) del CCADET es un
espectrofluorémetro comercial mas complejo empleado en estudios de fluorescencia en
aplicaciones diversas. Cada uno de estos sistemas es diferente en su configuracion con base
en su aplicacion. Sin embargo, cada uno de ellos cuentas con los elementos basicos

previamente descritos.

El arreglo experimental propuesto en este trabajo de tesis, tiene como propdsito determinar
las caracteristicas de fluorescencia de tejido como funcion del angulo de incidencia del haz

de excitacion y su relacion con las propiedades dpticas del objeto de estudio.

3.2 PREPARACION DE MUESTRAS

En esta seccion hacemos mencion de los tres materiales que utilizamos para la
preparacion de las muestras de estudio. Posteriormente describimos la metodologia que
desarrollamos para la elaboracién de la pelicula de esmalte y preparacién de tejidos

epiteliales de estudio.

Rodamina 6G: Con el proposito de reducir el costo del arreglo experimental se emplearon
elementos dpticos en el rango del espectro visible, por lo que usamos este colorante para tefiir
las muestras de tejido ya que fluoresce en el rango de 540-640nm al excitarlo a 532 nm. La
solucion de rodamina 6G (R6G) tiene las siguientes concentraciones: 5ml H20, 6ml metanol
y 14.43mg R6G.

Tejido Epitelial: Se utilizo tejido epitelial de cebolla blanca ya que es un epitelio de facil
adquisicién y conservacion; ademas presenta caracteristicas opticas similares a otros tejidos
bioldgicos [5]. Las muestras se obtienen de la parte concava (i.e. lado interno) de la hoja.
Esto debido a que se observé que el epitelio se desprende mas facilmente en la parte interna.
Ademas, las muestras se obtienen de la parte central de cada hoja (ver Fig. 3.1) debido a que
esta region del epitelio tiene un grosor mas constante. Esto se corrobor6 tomando 5 hojas de

3 diferentes cebollas y el grosor medido fue de 100 £ 5 pm.



CAPITULO 3 | 28

obtuvo la muestra

Fig. 3.1 Cebolla blanca

Barniz de ufias: Empleamos esmalte trasparente de ufias (principales componentes:
polimero acrilico de metiletilcetona, acetato de butilo, acetato de tributilo) de la marca MC
NAIL para formar una pelicula delgada usando una técnica tipo serigrafia a manera de
referencia. Este material se selecciond porque tiene baja o nula absorcion, como se muestra

en el capitulo 1V, asi como baja dispersion de la luz como podemos ver en la Fig. 3.2

Fig. 3.2. a) Spot del haz incidente sobre la CCD b) Spot observado después de transmitirse a través de una capa de
100 um de pegamento UHU c) Spot observado después de transmitirse a través de una capa de 100 um de
esmalte de ufias.

En la Fig. 3.2a se muestra los anillos generados por el fenémeno de difraccion del spot del
laser incidiendo en la cdmara CCD. En Fig. 3.2b se muestra con propdsitos comparativos, el
fendmeno de difraccion mas la dispersion generada una vez que el haz pasé a través de una
pelicula delgada de 100pm de pegamento UHU. En Fig. 3.2c se observa el fendmeno de
difraccion mas la dispersion generada una vez que el haz paso a través de una pelicula delgada
de 100 um de esmalte para ufias. Por tanto, podemos asegurar que la pelicula de esmalte

mostrd una baja dispersion Gptica.
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3.2.1 DEPOSICION DE UNA PELICULA DELGADA FLUORESCENTE

Con el fin de contar con una muestra de referencia apegada a las caracteristicas del

medio descrito en el modelo del capitulo 2, fabricamos una pelicula delgada de esmalte (i.e.

matriz) con particulas de R6G (fluoréforos). Se probaron diferentes estrategias y materiales

que cumplieran con los requisitos anteriormente descritos (medio de poca absorcion y nula o

baja dispersién). La metodologia empleada con la que se obtuvo el mejor resultado se

describe a continuacion:

T T . /é, -

En un portaobjetos limpio se coloca dos tiras de cinta masking tape en forma paralela
formando una canaleta (ver Fig. 3.3a). La separacion entre las cintas sera el ancho de
la pelicula, en nuestro caso fue de 5mm aproximadamente. Con el fin de lograr un
espesor de 100 um fue necesario colocar 8 capas de cinta masking para cada tira.

En un envase limpio colocamos 5ml de esmalte de ufias con 15ul de la solucién de
R6G y se movid con un agitador hasta homologar la mezcla (1 minuto
aproximadamente).

La mezcla preparada se coloca sobre la canaleta con una jeringa (ver Fig. 3.3b)
procurando que la solucion se deposite solo en la canaleta y no sobre la cinta.
Realizamos el rayado de la mezcla depositada en la canaleta por medio de una
espatula de un extremo del portaobjetos al otro, el cual se encontraba inclinado a 45°
(ver Fig. 3.3c). La presién ejercida debe ser aquella que nos permita deslizarnos
libremente sobre las tiras sin provocar que la mezcla se derrame sobre las tiras.
Cubrimos la pelicula formada para evitar la contaminacion de la muestra y se dejo6
secar por un tiempo aproximado de 10 minutos. Al seguir esta metodologia se logra

una pelicula con R6G como se muestra en la Fig. 3.3d.

Masking tape ;
Mezcla R6G Espatula Pelicula esmalte R6G

d)

= =3

Fig. 3.3 Esquema de elementos empleados en la deposicion de una pelicula de esmalte fluorescente.
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3.2.2 TINCION DE TEJIDO EPITELIAL DE CEBOLLA

Para llevar a cabo la tincién del tejido epitelial de cebolla se probaron diferentes

estrategias. A continuacion se detalla la metodologia que proporciond la coloracion del tejido

mas homogénea y con una repetitividad aceptable.

1.

Extraemos la muestra de epitelio con un bisturi de la region previamente
explicada.

Realizamos un corte en la parte central del trozo obtenido y con una pinza
separamos una pequefia porcion del epitelio, sin dafiar el tejido subyacente,
obteniendo asi una muestra del epitelio con aspecto de una fina pelicula trasldcida.
En caso de ser necesario recortamos las muestras con el proposito mantener un
area de muestra similar a lo largo distintas mediciones (cuadrado de 5mm por
lado).

Con una micropipeta de 10 puL (marca Eppendorf Research) se deposita una gota
de 8L de la solucion de R6G en el centro del portaobjetos.

Colocamos cuidadosamente la muestra de epitelio por el lado de la superficie no
hidrofoba sobre la gota de R6G. De este lado se asegura una tincion uniforme del
tejido. Al seguir esta metodologia se logra una tincién como la observada en la
Fig. 3.4.

Fig. 3.4. Tejido epitelial de cebolla tefiido con R6G. Imagen obtenida con microscopio con un aumento de 10X
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Posteriormente, se realizaron mediciones de la intensidad de fluorescencia en ambas
muestras descritas y de la potencia de excitacion transmitida en la pelicula de esmalte con
R6G por medio de los arreglos experimentales descritos a continuacion.

3.3 ARREGLO EXPERIMENTAL.

El arreglo experimental propuesto para medir el perfil de intensidad de fluorescencia
en funcion del angulo de incidencia de la fuente de excitacion se presenta en la Fig. 3.5.

lineal Optico

DL neutro Polarizador  Muestra Filtro b) jgpectrofotémetro

Filtro
Optico
Platina

Platina
giratoria

Polarizador
lineal

D.L Filtro Muestra Platina
neutro giratoria

Fig. 3.5. a) Imagen del arreglo experimental en modo de reflexion para medir el perfil de intensidad de
fluorescencia en funcién del dngulo de incidencia de la fuente de excitacion. b) Diagrama del arreglo
experimental.

En la Fig. 3.5ay b se observa el arreglo experimental implementado y el diagama del arreglo
experimenal, respectivamente. La muestra bajo estudio se coloca en un portaobjeto, el cual
se inserta en un bloque de acrilico ranurado con dimensiones de 2 x 0.5 x 0.5 cm de largo,
ancho y espesor, respectivamente. El bloque de acrilico se fija sobre una platina de
desplazamiento x, y, z (MBT616D, Thorlabs U.S) para realizar ajustes de alineacion. Esta
montura, a su vez, esta colocada sobre una platina giratoria (CR1/M-27, Thorlabs U.S.)
controlada con una interfaz en Matlab. Lo anterior con el fin de variar la posicién angular
de la muestra con respecto al haz incidente (fuente de excitacion). Para garantizar que el spot

del laser siempre incide en la misma posicion a pesar del giro de la muestra, la primera
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superficie del substrato se alined al eje de rotacion de la platina, el cual intersecta el eje dptico

del arreglo.

La fuente de excitacion empleada es un diodo laser de 5mW a 532nm (220406057, Lasiris
C.A), que se fijo fuera de la plataforma giratoria. Con el propdésito de controlar la potencia
y el plano de polarizacion del haz de excitacion, colocamos un filtro neutro de densidad

variable (OD: valores de densidad Optica) y un polarizador lineal frente al diodo laser.

Para llevar a cabo la medicion de fluorescencia en modo de reflexion, utilizamos un
espectrofotometro portéatil (USB4000, Ocean Optics), una fibra 6ptica multimodal (UV/SR-
VIS High OH content, Ocean Optics) y un filtro optico pasalargos con longitud de onda de
corte a 550nm (FGL550, Thorlabs U.S). La fibra y el filtro 6ptico (a la entrada de la fibra)
se fijaron sobre la platina giratoria y en posicién normal a la muestra. Esto con el fin de
conservar el punto de observacion normal a la muestra a lo largo del registro del perfil de
intensidad de fluorescencia como funcion del angulo de incidencia. El registro de los
espectros de emision de las muestras se realizd por medio del programa SpectraSuite de

Ocean.

Por otra parte, las variaciones de la potencia de salida de la fuente de excitacion es una de las
posibles causas en la variacion de la intensidad de fluorescencia. Por consiguiente,
determinamos las variaciones de la potencia de la fuente de excitacion que se utilizd, con el
fin de estimar los cambios en la intensidad de fluorescencia asociados a cambios de la fuente.
Por esta razon, se encendié la fuente de excitacién durante una hora con la finalidad que se
estabilizara térmicamente. Una vez pasado ese lapso de tiempo se monitorizé la potencia de
salida durante 30 minutos. Este proceso de medicion se repitié durante tres dias consecutivos.
La Tabla 3.1 muestra las variaciones porcentuales de potencia [(AP/Pprom)x100] encontradas

durante 30 minutos, asi como la maxima variacion encontrada entre los dias monitorizados.
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Tabla 3.1 Variacion porcentual de la potencia de salida de la fuente de excitacion durante
30 minutos por 3 dias consecutivos.

Variacion de 15 2.3 1.43 7.21
Potencia [%]

Asumiendo una relacion lineal entre la fluorescencia y la potencia de excitacion, de la Tabla
3.1 pudiéramos decir que las variaciones de intensidad de fluorescencia debidas a cambios
de la potencia de excitacion no seran mayores a 2.3% en un lapso de 30 min. Sin embargo,

en el dia a dia las variaciones de intensidad de fluorescencia pueden ser de hasta 7.21%.

Como se menciono anteriormente con el fin de contrastar el comportamiento experimental y
tedrico se propuso un arreglo experimental alterno al montaje previamente explicado. Este
arreglo experimental tiene el proposito de cuantificar la potencia de excitacion trasmitida por

la muestra como funcion del angulo incidencia como se muestra en la Fig. 3.6.

D.L Filtro Polarizador Muestra
lineal

b)

Potenciometro

Fotodetector Muestra

Platina
giratoria

Fotodetector

Platina

Potencidometro giratoria

Polarizador
lineal

Filtro
neutro

Fig. 3.6. a) Arreglo experimental para medir la componente coherente y difusa de la potencia trasmitida por la
muestra. b) Diagrama del arreglo experimental.
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En la Fig. 3.6a y b se observa el arreglo experimental implementado y diagrama del arreglo
experimental, respectivamente. Al igual que el arreglo previo, la muestra se coloca sobre un
blogue de acrilico que se encuentra encima de una platina giratoria para controlar el &ngulo
de incidencia del haz sobre la muestra. La fuente de excitacion, filtro neutro y polarizador
lineal son los mismos que en el montaje original. Para el modo de transmitancia, el
fotodetector (S120VC, Thorlabs U.S) se coloco en el eje dptico del arreglo conectado a un
potenciometro (PM320E Thorlabs U.S) para cuantificar la potencia transmitida en funcion

del &ngulo de incidencia de la energia de excitacion.

3.4 CONCLUSIONES

En el presente capitulo describimos los elementos bésicos y la metodologia
desarrollada para la elaboracion de las muestras de estudio (tejido epitelial tefiido con R6G
y pelicula de esmalte con R6G), las cuales se utilizaron para obtener el perfil de intensidad
de fluorescencia en funcion del angulo de incidencia de la fuente de excitacién para validar
el modelo matematico propuesto. Por otra parte, se presentaron los arreglos experimentales
propuestos en modo de reflexion (medir la variacién de la intensidad de fluorescencia) y
modo trasmision (cuantificar la potencia de excitacion trasmitida por la muestra), asi como

los elementos dpticos y mecanicos que se utilizaron para su montaje.

Se determiné que la variacion de la potencia de salida de la fuente de excitacion en un lapso
de 30 minutos pueden ser hasta de 2.3%. Por otra parte, para el dia a dia se observo una
variacion de hasta 7.21%. Estas variaciones de potencia de la fuente pueden ser no
significativas y ser sustraidas de la intensidad de fluorescencia medida siempre y cuando sea

linealmente dependiente de la potencia de excitacion.

En el siguiente capitulo se presenta la caracterizacion de la muestra de referencia (i.e. pelicula
de esmalte con R6G), se explica las mediciones realizadas para estimar la dispersion y

absorcion de luz.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1 INTRODUCCION

En el presente capitulo se muestran y contrastan los resultados experimentales y
tedricos obtenidos con la finalidad de validar el modelo analitico sugerido en el estudio del
fendmeno de fluorescencia en tejido epitelial. A continuacion se hace un breve recordatorio
de los objetivos y la metodologia propuesta en este trabajo de tesis con la finalidad de que el
lector tenga una idea mas clara de la relevancia de los resultados mostrados.

Se disefio e implemento una metodologia de estudio para el analisis de fluorescencia en tejido
epitelial de cebolla. Para lo cual, se propuso un arreglo experimental que permita el estudio
de fluorescencia intrinseca en tejidos como funcion del angulo de incidencia del haz de
excitacion. Se utilizé tejido epitelial de cebolla debido a su facil acceso, disposiciéon y
conservacion. Por otra parte, por simplicidad del arreglo experimental y costos del mismo,
se tifio las muestras con R6G, un tinte fluorescente ampliamente utilizado que emite en el
rango del visible. Ademas se utiliz6 una pelicula de esmalte con rodamina 6G como muestra
de referencia. En otras palabras, contar con una muestra con caracteristicas dpticas conocidas

y bajo un escenario semejante el planteado en el modelo matematico.

Este capitulo se organiza de la siguiente forma: Primeramente, mostramos la caracterizacion
y los resultados obtenidos en el medio de referencia (i.e. pelicula de esmalte). En segundo
lugar, las mediciones realizadas para cuantificar la potencia de excitacion trasmitida por la
muestra como funcion del angulo incidencia y los resultados obtenidos. En tercero lugar, las
mediciones realizadas en tejido epitelial y finalmente la validacion del modelo matematico

sugerido en este trabajo de tesis.
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4.2 CARACTERIZACION DE LA MUESTRA DE REFERENCIA.

Se caracterizd dpticamente una muestra de esmalte con R6G la finalidad de utilizarla
como matriz de la muestra de referencia en el estudio de fluorescencia. EI material que se
utilizé fue un esmalte de ufias trasparente el cual se mezclé con R6G. Posteriormente, se
depositd una pelicula de esmalte con R6G de 100um (espesor promedio de epitelio de
cebolla) de acuerdo a la metodologia descrita en la seccion 3.2.1. Las mediciones que se
realizaron para comprobar que el material era el adecuado para nuestro fin fueron, primero
se observo la dispersion generada por la pelicula de esmalte (ver Fig.3.2, capitulo IlI).
Posteriormente se midio la transmitancia de una pelicula de esmalte con y sin R6G para
determinar su densidad Optica, OD (ver Fig. 4.1). Para ello, se utiliz6 el equipo
“Espectrofotometro UV-VIS-NIR Cary 5000” ubicado en el Laboratorio Universitario de

Caracterizacion Espectroscopica (LUCE).

Transmitancia.
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Fig. 4.1. Espectro de transmitancia en portaobjetos, pelicula de esmalte sin y con R6G.

En la Fig. 4.1 se observa el espectro de transmitancia del sustrato de vidrio (i.e. portaobjetos,
T-Vidrio) y del sustrato con pelicula de esmalte sin (i.e. T-Esmalte) y con R6G (i.e. T-
Esmalte-R6G). La linea azul y roja corresponden a las lineas base 100% y 0% de

transmitancia, respectivamente. Podemos observar en color negro la transmitancia del
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sustrato de vidrio. Esta indica que en el rango de 400 a 800 nm la transmitancia es constante
y que la luz absorbida y/o reflejada es del 20% (OD = 0.1). En color verde se observa la
transmitancia de la pelicula de esmalte SIN rodamina 6G. Como podemos notar, en el rango
de 400 a 800 nm, esta se sobrepone al espectro de transmitancia del portaobjetos lo que indica
que la pelicula de esmalte no absorbe en el espectro visible. En color cian observamos el
espectro de transmitancia de la pelicula de esmalte con R6G. Podemos observar que en el
rango de 600 a 800 nm la absorcion y la reflexion de la luz es de aproximadamente 30% (OD
=0.5) respecto a la linea base del 100% de transmitancia, pero a longitudes menores a 600nm

es posible apreciar el espectro de absorcion caracteristico de la rodamina 6G

Como se menciond en el capitulo anterior, variaciones en la potencia de excitacion afectan
la intensidad de fluorescencia. Por esta razon, se determind la respuesta en fluorescencia en
la muestra de referencia como funcion de la potencia excitacion tal y como se observan en la
Fig. 4.2.
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Fig. 4.2. a) Espectro de fluorescencia de la muestra de referencia al variar la potencia de excitacion en modo TE, longitud
de excitacion 532 nm. b) Intensidad de fluorescencia a 560 nm en funcién de la potencia de excitacion en modo
TF.

La Fig. 4.2a muestra los espectros de fluorescencia de la muestra de referencia como funcion
de la potencia del laser de excitacion en modo de polarizacion TE. El angulo de incidencia
de la fuente se fijo a 25° respecto a la normal de la pelicula de esmalte. Podemos observar
gue a menor potencia de excitacion, menor intensidad de fluorescencia. Por otra parte, en la
Fig. 4.2b se muestra la variacion de la intensidad de fluorescencia a una longitud de onda de

560 nm como funcidn de la potencia de excitacion (532 nm). Se observa que el cambio de la
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intensidad de fluorescencia como funcién de la potencia de excitacion es lineal. Ademas, las
variaciones de la potencia de excitacion no modifican la forma del espectro de fluorescencia
y se conserva la longitud de onda de maxima emisién de la muestra. Por lo tanto, cambios de
intensidad de fluorescencia por debajo de 7.2% sin variaciones en el perfil emision o
corrimientos del espectro puede deberse a cambios en la potencia de salida laser de

excitacion.
El espectro de fluorescencia como funcion del angulo de incidencia del haz de excitacion

(polarizacion TM y TE) en la pelicula de esmalte con R6G se observa en la Fig. 4.3.
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Fig. 4.3. Espectro de fluorescencia como funcién el angulo de incidencia del haz de excitacion de una pelicula de esmalte
con Rodamina 6G, longitud de excitacion 532nm a) Polarizacion TM y b) TE de la fuente de excitacion.

En la Fig. 4.3a y b se muestran los espectros de fluoresceina de la muestra de referencia para
dos modos de polarizacion TM (Magnético Transversal) y TE (Eléctrico Transversal),
respectivamente. Se puede observar que la intensidad de fluorescencia disminuye como
funcion del &ngulo de incidencia. De los espectros de fluorescencia en ambas polarizaciones
TM y TE se calcularon los anchos espectrales para cada angulo de incidencia y en ambos
casos se encontrd que el ancho espectral no varia. Esto sugiere que en la pelicula de esmalte
con R6G el ancho del espectro de fluorescencia no es dependiente del &ngulo de incidencia
ni del modo de polarizacion de la fuente de excitacion.
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Como se menciond en el tercer capitulo, la pelicula de esmalte con R6G se deposito sobre un
portaobjetos. Tomando en cuenta la metodologia de fabricacion propuesta y las dimensiones
de la pelicula de 75 x 5 x 0.1 mm, fue necesario determinar si la técnica de fabricacion
empleada permite obtener peliculas con una distribucion homogénea de R6G aceptable. Para
evaluar dicha distribucion se midi6 la intensidad de fluorescencia en 3 distintas regiones de
la pelicula (ver Fig. 4.4). Bajo las mismas condiciones de temperatura, humedad y potencia
de excitacion, una distribucion homogénea de R6G proporcionard igual intensidad de

fluorescencia en dichas regiones.

R

Fig. 4.4. Superficies excitadas en las 3 regiones evaluadas de la pelicula de esmalte con R6G.

Para estimar dicha distribucion, se realizaron mediciones para obtener el perfil de intensidad

de fluorescencia en distintas regiones como se puede ver en la Fig. 4.5.
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Fig. 4.5. a) Perfil de intensidad de fluorescencia como funcion del dngulo de incidencia en 3 regiones de la muestra de
referencia. Se emplearon los modos de polarizaciéon TE, TM y TMTE (45°). b) Grdfico normalizado de la
variacion de la intensidad de fluorescencia. Las barras de error representan cambios de intensidad en las 3
regiones.

En la Fig. 4.5a se observa la variacion de la intensidad de fluorescencia como funcion del

angulo de incidencia para cada modo de polarizacion empleado en cada region de estudio de
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la pelicula. Los tres modos de polarizaciones de la fuente empleados fueron TM, TE y 45°
que llamamos TMTE. Con el fin de realizar las mediciones bajo las mismas condiciones de
temperatura y humedad, estos perfiles de intensidad se tomaron de manera consecutiva. La
variacion maxima observada en las 3 regiones representd un cambio del 12% en intensidad
de fluorescencia. De este cambio en intensidad, podemos considerar que al menos un 1.4%
de la variacion se debe a la potencia de excitacion (ver Tabla 3.1). Por tanto, asumiendo que
el cambio observado se debe a la no homogeneidad en la distribucion de R6G, podemos decir
que el maximo cambio observado en la distribucion de esta fue igual o menor al 11% entre

regiones.

Por otra parte, podemos observar un decaimiento atipico en la intensidad de fluorescencia en
60° para la polarizacion TMTE. Este decaimiento fue atribuido a un error de medicion.
Ademas, en la Fig. 4.5b se muestra los perfiles normalizados de la variacion de la intensidad
de fluorescencia en las tres regiones para las tres polarizaciones. En ella se observa que el
perfil de decaimiento de fluorescencia en las tres polarizaciones empleadas no presenta
diferencias significativas, razon por la cual se consider6 que el error de medicion observado

no afecta las conclusiones del presente trabajo.

Para conocer la reproducibilidad del fendmeno de fluorescencia en la muestra de referencia
se registraron los perfiles de intensidad de fluorescencia durante cuatro dias consecutivos.
Esto con la finalidad de evaluar posibles cambios de intensidad como funcion del angulo de
incidencia en distintas condiciones de temperatura y humedad. Para el registro de
fluorescencia se eligio la region central de la pelicula (i.e. region dos), donde se hizo incidir

el haz de excitacion para obtener los perfiles de fluorescencia (ver Fig. 4.6).
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Fig. 4.6. a) Perfil de intensidad de fluorescencia como funcién del dngulo de incidencia en distintos dias de la muestra
de referencia. b) Normalizacion de la variacion de intensidad de fluorescencia en una pelicula de esmalte
con rodamina R6G distintos dias. Las barras de error representan cambios de intensidad en los distintos
dias.

En la Fig. 4.6a se observa la variacion de la intensidad de fluorescencia para distintos dias y
los 3 modos de polarizacion de la fuente empleados previamente. La variacion maxima
observada en los 4 dias de mediciones representa un cambio del 13% en intensidad. A lo
largo de las mediciones se registraron cambios de temperatura y humedad relativa en un
rango de 21 a 25°C y 72.2 a 82.1%, respectivamente. Por otra parte, debemos recordar que
la variacion maxima observada en la potencia de excitacion en el dia a dia fue de 7.21%, lo
que sugiere que los cambios debidos a variaciones de temperatura y humedad estuvieron
alrededor del 6%. En la Fig. 4.6b se muestra la normalizacion del perfil de intensidad de
fluorescencia para los tres modos de polarizaciones de la fuente a lo largo de los cuatro dias
de medicion. En esta se observa que los perfiles de decaimiento de fluorescencia para las tres

polarizaciones son similares y que no existe una diferencia significativa entre ellos.

El tiempo requerido para realizar la medicion de una muestra, en los tres modos
polarizaciones TE, TM y TMTE, es aproximadamente de 20 minutos. Con el fin de estimar
la variabilidad en la intensidad de fluorescencia a lo largo de un periodo de medicion de 110
minutos, se midio el perfil de intensidad de la fluorescencia como funcion del angulo de
excitacion, sobre la misma region (i.e. region dos) de la muestra de referencia, en 5 instantes
de tiempo: 0, 20, 41, 69 y 91 minutos (ver la Fig. 4.7).
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Fig. 4.7. a) Perfil de intensidad de fluorescencia como funcion del dngulo de incidencia a distintos lapsos de tiempo
0, 20, 41, 69, 91 minutos b) Normalizacion del perfil de intensidad de fluorescencia a distintos lapsos de
tiempo. Las barras de error representan cambios de intensidad en los distintos lapsos de tiempo.

En la Fig. 4.7a se muestra que la variacibn maxima observada a lo largo de 5 ciclos de
medicién de la intensidad de fluorescencia (110 minutos) es de 9%. Donde podemos
considerar que al menos un 1.4% de la variacion se debe a la inestabilidad del l&ser de
excitacion (ver Tabla 3.1). Lo que indica que la variabilidad de la intensidad de fluorescencia
en un lapso de tiempo de por lo menos de 110 minutos sera del 8% lo que sugiere una posible
degradacion de la rodamina, ya que los cambios de temperatura y humedad no son
significativos en esta ventana de tiempo. En la Fig. 4.7b se muestra la normalizacion de los
perfiles de intensidad de fluorescencia como funcion del angulo de incidencia a distintos
lapsos de tiempo. Observamos nuevamente que los perfiles de intensidad respecto angulo de
incidencia para los distintos modos de polarizacion tienen el mismo comportamiento, esto se
observa en las distintas mediciones (tiempo, regiones y dias) lo que indica que la polarizacién
de la fuente de excitacion no afecta ni el espectro de fluorescencia (ver Fig. 4.2) ni el perfil

de fluorescencia en las mediciones.

Los resultados obtenidos hasta el momento se muestran en la Tabla 4.1, la variabilidad de
fluorescencia obtenida en las distintas mediciones durante la caracterizacion de la pelicula

de referencia.
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Tabla 4.1. Variabilidad de intensidad de fluorescencia para distintas mediciones realizadas (tiempo, regiones y dias)

Regiones 12 1.4 11
4 dias 13 7.2 6
110 min 9 1.4 8

En resumen, como se puede observar en la tabla 4.1, los cambios en la intensidad de
fluorescencia para las distintas regiones de la muestra de referencia fueron menores al 11%.
Ademas, mediciones realizadas en distintos dias presentaron cambios menores al 6% y
mediciones realizadas en un lapso de tiempo de 110 min tuvieron cambios maximos del 8%.
Por tanto, los cambios de intensidad de fluorescencia observados en la pelicula de esmalte
presentaron una variacion maxima del 11%, razon por la cual se considerd apropiada como
modelo de referencia. Ademas, al no encontrar diferencia en el perfil de fluorescencia entre
los modos de polarizacion de la fuente de excitacion aseveramos que la fluorescencia de la
pelicula con R6G no es dependiente del modo de polarizacion de la fuente. Por otra parte,
no observamos cambios en el ancho espectral ni en la longitud central de fluorescencia lo
que indica que estos dos pardmetros no proporcionan informacién de cambios en la

profundidad de penetracion de luz.

4.3 POTENCIA TRASMITIDA EN LA MUESTRA DE REFERENCIA.

Con el fin de comprender mejor el fendmeno bajo estudio, se realizaron pruebas
adicionales al montaje experimental inicialmente propuesto. Primero, se realizd una
medicion que consistié en cambiar la longitud de onda de la fuente de excitacion a 670 nmy
medir la potencia trasmitida por la muestra de referencia en la longitud de onda de

observacién de 670mn (ver Fig. 4.8).
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Fig. 4.8. Perfil de potencia trasmitida como funcion del dngulo de incidencia en la muestra de referencia, longitud de
excitacion 670 nm, longitud de observacion 670nm, luz coherente + difusa, modos de polarizacion TM y TE.

En la Fig. 4.8 se muestran los perfiles normalizados de la potencia trasmitida de la luz
coherente + difusa como funcién del &ngulo de incidencia de la fuente de excitacion en los
modos de polarizacion TM y TE. Al igual que en los perfiles de intensidad de fluorescencia
en modo de reflexion, pudimos observar que el perfil de potencia de la polarizacion TM se
encuentra por encima de la polarizacion TE. Por otra parte, contrario a los perfiles de
intensidad de fluorescencia, se observa el efecto de la superficie en la polarizacion TM donde
la potencia a 55° tiene un aumento aproximado del 3% lo que se conoce como el angulo de
Brewster. Esto sugiere que a una longitud de onda donde no hay absorcion por parte de la
R6G (ver Fig. 4.1) se pueden apreciar los efectos de transmitancia de la superficie para el
modo TM.

Para confirmar lo anterior, se realiz6 otra medicion con una pelicula de esmalte sin R6G y se
midié la potencia trasmitida como funcion del angulo de excitacion, las cuales se compararon
con la potencia trasmitida de la muestra de referencia (ver Fig. 4.9). Para estas mediciones
se colocd el filtro dptico (i.e. filtro pasalargos) para eliminar la contribucion de la fuente, en
tanto que las longitudes de onda de observacion fueron en 532 y 560nm para la pelicula de
esmalte sin R6G y la muestra de referencia, respectivamente. En tanto que la longitud de

onda de excitacion es 532nm en ambas mediciones y se realizaron consecutivamente.
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Fig. 4.9. Comparacion del perfil de potencia trasmitida en una pelicula de esmalte con y sin R6G como funcion del
dngulo de incidencia de la fuente de excitacion. Potencia trasmitida de luz coherente + difusa en a) modo de
polarizacion TM a una longitud de observacion 532 nm y b) modo de polarizacion TE a una longitud de
observacion 560nm, ambas a una longitud de excitacion 532nm.

En la Fig. 4.9 se muestra en color rojo el perfil de potencia trasmitida de la luz difusa +
coherente de la muestra de referencia y en color azul el correspondiente a la muestra de
esmalte sin R6G. En la Fig. 4.9a, a diferencia de la muestra con R6G, la trasmision del haz
polarizado en TM a través de la pelicula de esmalte sin R6G muestra el efecto de la superficie
y por ende el angulo de Brewster, mismo comportamiento que se observé cuando la longitud
de onda de excitacion no pertenece al espectro de absorcion caracteristico (e.g. 670nm) de la
R6G como se muestra en la Fig. 4.1. Ademas, observamos que la potencia trasmitida por la
pelicula sin R6G es dos 6rdenes de magnitud mayor que la potencia trasmitida por la pelicula

con R6G. Esto se debe a la absorcion y esparcimiento de la rodamina.

En la Fig. 4.9b observamos en color rojo y azul el perfil de la potencia trasmitida en funcion
del angulo de incidencia para las peliculas de esmalte con y sin rodamina 6G,
respectivamente, cuando la polarizacion de la fuente es TE. EI comportamiento en ambos
perfiles se observd previamente en la Fig. 4.8 donde se muestra que la potencia a 0° es
méaxima y posteriormente decae lentamente como funcion del angulo de incidencia de la

fuente de excitacion.

Con base a los resultados obtenidos previamente se procedio a medir la potencia trasmitida
en la muestra de referencia bajo dos escenarios. Primero, se realiz6 una medicion en este caso
con la fuente de excitacion a 532nm, se retird el filtro dptico (i.e filtro pasalargos) y la

longitud de observacion es a 532nm los resultados se muestran en la Fig. 4.10.
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Fig. 4.10. Perfil de potencia trasmitida en una pelicula de esmalte con RG6 sin filtro como funcion del dngulo de
excitacion. Longitud de observacion a 532nm, longitud de excitacion 532nm, 3 mediciones consecutivas,
luz coherente + difusa. a) Modo de polarizacion TM. b) Modo de polarizacion TE.

En las Figs. 4.10a y b se muestra los perfiles de la potencia trasmitida de la luz difusa +

coherente como funcidn del angulo de incidencia de excitacion para las polarizaciones TM y

TE, respectivamente. Tres mediciones consecutivas fueron realizadas para cada modo de

polarizacién. Como podemaos ver en la polarizacion TM no se observa el angulo de Brewster

como se mostrd en las Figs. 4.8 y 4.9. Lo anterior se puede deber a que la emisién de

fluorescencia impide observar el efecto de la superficie. Por esta razon, se retir6 el filtro

optico (i.e filtro pasalargos).

El segundo escenario fue realizar esta misma series de mediciones colocando el filtro dptico

(i.e filtro pasalargos). Por lo que en esta ocasion la longitud de observacion es a 560nm,

mientras que la longitud de onda de la fuente de excitacién se mantuvo en 532nm. Los

resultados se muestran en la Fig. 4.11.
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En las Figs. 4.11a y b se muestran los perfiles de la potencia trasmitida de la luz difusa +
coherente como funcidn del angulo de incidencia de excitacion para las polarizaciones TM y
TE, respectivamente. Como en el caso anterior vemos nuevamente que en la polarizacion

TM no se observa el angulo de Brewster.

En resumen, los resultados obtenidos en la Figs. 4.8 y 4.9 indican que si la longitud de onda
de excitacion no esta dentro del espectro de absorcion de la R6G (ver Fig. 4.1) se puede
observar los efectos de la superficie. Por otra parte, el incremento en potencia trasmitida en
la polarizacion TM fue del 3% cuando se utilizé una fuente de excitacion a 670 nmy de 6%
cuando usamos la pelicula de esmalte sin R6G. Estos cambios en potencia son bajos, Esto
sugiere que la fluorescencia de la R6G impide distinguir los efectos de frontera. Esto puede
ser una razon del porque no se aprecian en los efectos de trasmision de la superficie en las
Figs. 4.10y 4.11.

4.4 TEJIDO EPITELIAL

Con el montaje experimental propuesto para medir la intensidad de fluorescencia en
funcion del angulo de la fuente de excitacion, se realizaron mediciones con tejido epitelial.
Primeramente, observamos que las muestras de tejido epitelial de cebolla al momento ser
desprendidas de una capa y someterlas a un proceso de calentamiento causado por la
incidencia del haz laser, estas empiezan a perder humedad lo que disminuye la intensidad de
fluorescencia de la R6G. Con base en lo observado, estimamos que una vez preparada la
muestra y sometida al proceso de excitacion se tenia un tiempo de 20 minutos antes de que
la intensidad de fluorescencia se viera disminuida significativamente. Por tanto, se tomd la
decision de emplear una nueva muestra para cada ciclo de medicidén (i.e. registro

fluorescencia estimulada en los modos de polarizacion TE, TM y TMTE).

Por otra parte, observamos de los espectros de fluorescencia de las muestras de tejido que la
reflectancia de la luz de excitacion depende de la orientacion del tejido (ver Fig. 4.12) los

resultados obtenidos se muestran en la Fig. 4.13.
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Fig. 4. 13. Espectros de fluorescencia en tejido epitelial en funcion del dngulo de incidencia de la fuente de excitacion
cuando el tejido estd orientado a) verticalmente y b) horizontalmente.

En la Fig. 4.13 se muestran los espectros de fluorescencia del tejido epitelial con orientacion
vertical y horizontal en funcion del &ngulo de incidencia de la fuente de excitacion polarizada
en modo TM. Solo se muestra este modo de polarizacion porque en la polarizacion TE ocurre
la misma situacion. En ambos espectros se observa claramente la contribucién de la fuente
de excitacion de 532 nm. Sin embargo, como se observa en la Figs. 4.13a y b, cuando la
orientacion del tejido es vertical la reflectancia de la muestra tiene una mayor intensidad que
en el tejido orientado horizontalmente. Este comportamiento resulto ser un reto a superar
debido a que en las primeras mediciones la orientacion del tejido siempre se colocaba en una
posicion vertical, donde el espectrofotometro se satura complicando la medicién.
Posteriormente se observé que colocando el tejido en posicion horizontal se podian hacer las

mediciones sin correr riesgo de dafiar el espectrofotometro.

Por otra parte, se calculd el ancho espectral para cada espectro de cada angulo y en ambas
orientaciones se obtuvo un ancho espectral constante, lo que indica que el ancho espectral no
es dependiente del angulo de incidencia de la fuente de excitacion. Ademas, la orientacion
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del tejido no afecta la forma del espectro ni el perfil de decaimiento de intensidad de
fluorescencia como funcién del &ngulo de excitacion de la fuente. Una vez corroborado que
la orientacion del tejido no seria una variable a considerar, todas las mediciones posteriores
se realizaron con la orientacion del tejido en horizontal. Adn no contamos con una
explicacion de este comportamiento, desde el punto de vista de la orientacion de las células.
No obstante, es posible observar que la orientacion horizontal favorece la reflectancia y
posiblemente la penetracion. Sin embargo, a pesar de observar un aumento del 7.5% de la
intensidad de fluorescencia en la orientacidn horizontalmente, no es posible concluir que se
debid a una mayor penetracion del haz ya que se puede también atribuir a las caracteristicas
propias de las distintas muestras. Por tanto, es indispensable estudiar con mas detenimiento

este fendmeno y determinar si la orientacion del tejido favorece la penetracion.

Con el fin de estimar la semejanza del perfil de intensidad de fluorescencia en funcion del
angulo de excitacion en diferentes muestras de epitelio de una cebolla se tomaron los
espectros de cuatro muestras como se observa en la Fig. 4.14.
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Fig. 4. 14. a) Variacion de la intensidad de fluorescencia como funcién del dngulo de excitacion en tejido epitelial en
cuatro muestras diferentes, modos de polarizacion TM, TE y TMTE, longitud de la fuente de excitacion 532nm,
longitud de observacion 560nm b) Normalizacion de la variacion de la intensidad de fluorescencia en tejido
epitelial distintos dias. Las barras de error representan cambios de intensidad en las cuatro muestras
diferentes.

En la Fig. 4.14a no se observa una diferencia notoria en los perfiles de fluorescencia como
funcién del angulo de excitacion para cada modo de polarizacién de la fuente para las 4
muestras. Después se normalizaron los perfiles de la intensidad de fluorescencia para los
diferentes modos de polarizacion y se observé un cambio en el perfil de decaimiento de

fluorescencia de acuerdo al modo de polarizacion. Este resultado contrasta con los perfiles
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obtenidos de la pelicula de referencia mostrados en la Fig. 4.6. Los cambios observados en
el perfil de fluorescencia a consecuencia del modo de polarizacion sugieren que el tejido es
un medio birrefringente, lo cual explicaria el cambio de reflectancia en funcion de la

orientacion del tejido (ver Fig. 4.13).

45 ESTUDIO COMPARATIVO DE RESULTADOS TEORICOS Y
EXPERIMENTALES

El modelo matematico propuesto en este trabajo de tesis fue programado en Matlab.
Por facilidad para el lector, a continuacién escribimos nuevamente la Ec. 18 del capitulo Iy
mostramos una vez mas que, bajo las consideraciones empleadas en el modelo, la intensidad
de fluorescencia como funcion del angulo de excitacion depende solamente del indice de

refraccion efectivo de la muestra en las longitudes de onda de excitacion (ngss, )y emision

(Mef £ pma)-

Io (TTE@H+T™ (9)))

koEXCIm(nﬁffExc_nﬁsmzﬁi)l/z +2kf ™ Im(nessp )

1(9;) = (1)

45.1 MODELO MATEMATICO VS. PERFIL DE INTENSIDAD DE
FLUORESCENCIA DE LA MUESTRA DE REFERENCIA

Primeramente, estimamos el indice de refraccion efectivo de excitacion ngpr . =
Re{ngy.} + Im{ng,.} de lamuestra de referencia (i.e. pelicula de esmalte con R6G). La parte
real del indice de refraccién efectivo se midio utilizando un refractdmetro tipo ABBE de la
marca ATAGO. El valor obtenido a 589 nm fue Re{ng,.} = 1.4942. Tomando en cuenta

que los cambio en el indice de refraccidén en un rango de 60 nm en polimeros como PVA
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(Polyninyl alcohol) son menores del 3% [1], partimos del supuesto que el valor de la parte
real del indice de refraccion efectivo no varia significativamente y se considera constante
para nuestro proposito en rango de 532 a 589 nm. Por otra parte, el valor imaginario del
indice de refraccion efectivo se estimé mediante la ley de Beer-Lamber [2], midiendo la luz
incidente y trasmitida en la pelicula de esmalte con R6G a 0° grados. El valor obtenido fue
Im{ng,.} = 0.00538.

Suponemos que la parte real del indice de refraccion efectivo de emision (Re{ng,,;}) no debe
variar significativamente al valor de indice de refraccion de excitacion. Ademas por
simplicidad tomamos el mismo valor que el indice de refraccion real de excitacion
Re{ngn,i} = 1.4942. En lo que se refiere a la parte imaginaria del indice de refraccion
efectivo de emision Im{ng,,;}, esta se fue ajustando su valor hasta observar un
comportamiento parecido al decaimiento de intensidad de los datos experimentales. El valor
que mejor ajustd para la parte imaginaria el indice de refraccion efectivo de emisién fue de
Im{ng,,;} = 0.00005.

Se hace una comparacion (ver Fig. 4.15) entre el modelo matematico y los datos
experimentales obtenidos del perfil de variacion de intensidad de fluorescencia en funcion
del angulo de excitacion de la muestra de referencia. Estos corresponden a los datos respecto

al tiempo para dos modos de polarizacién de la fuente de excitacion TM y TE (ver Fig. 4.7).
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Fig. 4. 15. a) Modelo matemaditico, perfil de variacion de intensidad de fluorescencia en funcién del dngulo de excitacion
b) Datos experimentales, perfil de variacion de intensidad de fluorescencia en funcion del dngulo de excitacion.
Muestra de referencia.
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Primeramente, en la Fig. 4.15a y b podemos observar los resultados tedrico y experimental,
respectivamente. En ambos casos, la polarizacion TM se encuentra por encima de la
polarizacién TE. Ademas se observa que el modelo predice que la intensidad de fluorescencia
disminuye como funcién del angulo de incidencia de la fuente de excitacion. Sin embargo,
es notable que en el modelo matematico existe una diferencia entre las dos polarizaciones
TM y TE, caso contrario a los datos experimentales donde no se observa diferencia. Como
se menciond anteriormente, esto indica que en un medio homogéneo (i.e. muestra de
referencia) el fendmeno de fluorescencia no es dependiente del modo de polarizacion de la
fuente de excitacion. Este mismo comportamiento se observo a lo largo de las distintas
mediciones que se realizaron (regiones, dias y tiempo). Ademas el modelo matematico
predice un decaimiento de la intensidad de fluorescencia a 80° del 40 y 60% para TE 'y TM,
respectivamente, a diferencia de los datos experimentales donde se observa que a 80° la
intensidad de fluorescencia tiene un disminucién aproximada del 80%. Con base a la
comparacion del modelo y los datos experimentales en la muestra de referencia, podemos
decir que el modelo matematico debe mejorarse para que tenga una mejor aproximacion al

fendmeno bajo estudio.

452 MODELO MATEMATICO VS. PERFIL DE INTENSIDAD DE
FLUORESCENCIA EN EL TEJIDO EPITELIAL

Se estimo el indice de refraccion efectivo de excitacion n.pr . = Re{ng} +
Im{ng,.} del tejido epitelial. En este caso, la parte real del indice de refraccion efectivo de
emision Re{ng,.} se obtuvo con una prueba experimental de formulas de efectividad para
coloides turbios [3] donde se estim6 que la parte real del indice de refraccion del epitelio de
cebolla tiene un valor de Re{ng,.} = 1.35. La parte imaginaria nuevamente se estimo

utilizando la ley de Beer-Lambert donde el valor obtenido fue Im{ng,.} = 0.0047.

Nuevamente se hace la suposicion de que la parte real del indice de refraccion efectivo de
emisién no difiere significativamente con el valor para el indice de refraccién de excitacion

por lo tanto Re{ng,,;} = 1.35 nuevamente. En lo que se refiere a la parte imaginaria del
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indice de refraccion de emision Im{ng,,;}, se fue ajustando su valor hasta observar un
comportamiento parecido al decaimiento de intensidad de los datos experimentales. El valor
que mejor ajustd para el indice de refraccion de emision imaginario fue de Im{ng,,;} =
0.0007 (ver Fig. 4.16).
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Fig. 4. 16. a) Modelo matemadtico, perfil de variacion de intensidad de fluorescencia en funcion del dngulo de excitacion

b) Datos experimentales, perfil de variacion de intensidad de fluorescencia en funcion del dngulo de excitacion.
Tejido epitelial.

En la Fig. 4.16a y b se observa el ajuste del modelo matematico y los datos experimentales,
respectivamente, del perfil de intensidad de fluorescencia en funcion del angulo de excitacion
y para los modos de polarizacion de la fuente de excitacion. Observamos que la polarizacion
TM se encuentra sobre la polarizacion TE. Ademas, el modelo matematico predice un
decaimiento de la intensidad de fluorescencia a 80° del 48 y 58% para TE y TM, en cada
caso. Esto se observa en los datos experimentales del tejido epitelial, donde la disminucién
de la intensidad de fluorescencia es del 50 y 60%, respectivamente.

El modelo matematico muestran una buena concordancia con los resultados experimentales
ya que, como se observo, predice el perfil de intensidad de fluorescencia en funcién del
angulo de excitacién para los modos de polarizacion TE y TM de forma aproximada. Por
tanto, podemos concluir que hemos implementado una metodologia de estudio para el
analisis de fluorescencia de tejido epitelial superficial. Sin embargo, aungque en primera
instancia, este modelo es aplicable como herramienta de estudio del fendomeno de
fluorescencia intrinseca en tejido epitelial superficial, es indispensable ampliar el estudio de

este fendmeno en tejido y ajustar el modelo con el propdsito de mejorar su eficacia.



CAPITULO 4 | 55

4.6 CONCLUSIONES

En el presente capitulo se presento la caracterizacion de una pelicula de esmalte de
referencia y se contrastaron los resultados experimentales y tedricos obtenidos de la muestra
de referencia y el tejido epitelial.

En la caracterizacion de la muestra de referencia (i.e. pelicula de esmalte con R6G) se
encontrd que la intensidad de fluorescencia es una funcion lineal de la potencia de excitacion
Por otra parte, de acuerdo a los resultados obtenidos del perfil de fluorescencia como funcion
del angulo de excitacion para distintas regiones de la muestra de referencia y repetitividad en
distintos dias y a lo largo de ventanas de tiempo de 110 min, se concluy6 que: la técnica de
fabricacion de la pelicula de esmalte con R6G proporciona una distribucion homogénea
aceptable de la rodamina y que las variaciones de la intensidad de fluorescencia debidas a la
potencia de excitacion, temperatura, humedad relativa y al proceso de degradacion de
rodamina en un lapso de 110min por la incidencia del laser en una misma region no son

significativos.

El ancho espectral y la longitud de maxima fluorescencia de la pelicula con R6G no son
dependientes del angulo de incidencia ni del modo de polarizacién de la fuente puesto que
no se encontraron cambios en estas. Ademas la emision de la R6G impide ver los efectos de
la superficie predichos en el modelo analitico.

De acuerdo con la contribucién de la fuente de excitacién en los espectros de fluorescencia
en tejido epitelial registrados sugieren que la orientacion del tejido altera la profundidad de
penetracion la luz incidente. Particularmente se observd que para un tejido con una
orientacion horizontal se obtuvo un incremento en la intensidad de fluorescencia del 7.5%,
lo que sugiere una mayor penetracion de la energia de excitacion. Por otra parte, las
mediciones de los perfiles de intensidad de fluorescencia realizadas durante distintos dias en
tejido epitelial mostraron un comportamiento semejante entre ellos. Sin embargo, cuando se
normalizaron los perfiles se observé un cambio en la velocidad de decaimiento del perfil de
fluorescencia dependiente del modo de polarizacion de la fuente lo que sugiere nuevamente

que el tejido es un medio birrefringente. Por tanto, es indispensable ampliar el estudio de este



CAPITULO 4 | 56

fendmeno y determinar si la orientacion del tejido favorece la penetracion de la energia
incidente. Ademas, en los espectros de fluorescencia como funcion del &ngulo de incidencia
de la fuente de excitacion en el tejido epitelial de cebolla no se observaron cambios en el
ancho espectral ni en la longitud central de fluorescencia. Esto indica que no es posible

determinar cambios en la profundidad de penetracion de la luz a través de estos parametros.

Por otra parte, en esta primera aproximacion, el modelo matematico mostré una buena
concordancia con los datos experimentales para el caso de la pelicula delgada de esmalte con
R6G vy el tejido epitelial con R6G. En ambos casos describe con buena similitud el perfil de
decaimiento de la intensidad de la fluorescencia en funcion del angulo de incidencia de la
fuente de excitacion para los modos de polarizacién TE y TM. Lo anterior indica que el
modelo matematico propuesto puede ser utilizado para describir el fendmeno de
fluorescencia en tejido como funcién del angulo de incidencia de la energia de excitacion.
Sin embargo, es necesario ampliar el estudio del fendmeno de fluorescencia en tejido
superficial y ajustar el modelo con el propdsito de mejorar su eficacia.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

En el presente trabajo de tesis propusimos, diseflamos e implementamos una
metodologia de estudio para el analisis de fluorescencia en tejido epitelial superficial como
funcién del angulo de incidencia de la fuente de excitacion. Para ello, propusimos el uso de
un modelo matematico que emule el fendmeno éptico de fluorescencia intrinseca en tejido

superficial.

Con el fin de contar con una muestra de referencia apegada a las caracteristicas del medio
descrito en el modelo propuesto en el capitulo 2, se fabrico una pelicula delgada de esmalte
con particulas de un colorante fluorescente, la rodamina 6G (R6G). De acuerdo a los
resultados obtenidos en la caracterizacion de la muestra de referencia se determiné que: la
técnica de fabricacion de la pelicula de esmalte con R6G proporciona una distribucién
homogénea aceptable de la rodamina y que las variaciones de la intensidad de fluorescencia
de la pelicula debidas a cambios en la potencia de excitacion, temperatura, humedad relativa
y al proceso de degradacién de rodamina en un lapso de 110min por la incidencia del laser

en una misma region no son significativas ya que el cambio méximo encontrado fue de 11%.

La fluorescencia de la pelicula con R6G no es dependiente del angulo de incidencia ni del
modo de polarizacion de la fuente. Ademas, la emision de la R6G impide ver los efectos de

la frontera predichos en el modelo analitico.

Por otra parte, observamos que en los espectros de fluorescencia de las muestras de tejido
epitelial de cebolla tefiido con R6G, la reflectancia depende de la orientacion del tejido.
Mostramos que la orientacidn horizontal del tejido favorece la reflectancia y posiblemente la
penetracion ya que se observé un aumento en la intensidad de fluorescencia del 7.5%. Sin
embargo, no fue posible confirmar que se debio a una mayor penetracion del haz ya que se
puede también atribuir este incremento de intensidad a la variabilidad en el proceso de tefiido

de las muestras de tejido. Aun no contamos con una explicacion clara del fenémeno
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observado; por tanto, es indispensable profundizar en el estudio de este fenébmeno y
determinar si la orientacion de los tejidos puede favorecer la penetracion de la energia y su

proceso de exploracion y evaluacion.

Determinamos también que para la muestra de referencia como para el tejido epitelial de
cebolla la longitud de onda de méaxima emision y el ancho espectral de las muestras
permanecen sin cambio al variar el angulo de incidencia de la fuente de excitacion. Por ello,
se descarta la posibilidad de emplear estos parametros en la estimacion de la profundidad de
penetracion como funcién de angulo de incidencia. Por ello se rechaza la hipotesis planteada.
Por tanto, es necesario ampliar el estudio del fendmeno de fluorescencia en tejido y explorar

nuevas posibilidades en el estudio estratificado de tejido epitelial superficial.

Por ultimo, al contrastar los resultados tedricos del modelo matematico con los resultados
experimentales, podemos concluir que el modelo propuesto predice en buena medida el perfil
de intensidad de fluorescencia como funcién del angulo de incidencia de la fuente de
excitacion tanto para la pelicula de esmalte como para el tejido epitelial de cebolla, ambos
con R6G. En consecuencia, podemos aseverar que el modelo matematico sugerido puede ser
empleado en el estudio de la fluorescencia de tejido epitelial superficial como parte de la
metodologia de estudio propuesta. Lo anterior, abre las puertas a una nueva linea de
investigacion en el laboratorio de Fotomedicina de la Unidad de Investigacion y Desarrollo

Tecnolo6gico del CCADET en el Hospital General de México.
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