Universidad de El Salvador

Facultad de Ciencias Naturales y Matematica

Escuela de Fisica

Trabajo de Graduacién

Determinacion de compuestos de glicacion avanzada
(AGE) en tejido humano por método no invasivo de
espectroscopia optica”

Presentado Por:
Ricardo Amilcar Canjura Guzman
Carnet CG06043

Para optar al grad/o.de
Licenciado en fisica

Docente Director
Dr.Carlos Ernesto Rudamas Flores

Ciudad universitaria, 24 de noviembre de 2014



Aprobacién de docente director:

Prof. Dr. Carlos Ernesto Rudamas Flores



AUTORIDADES UNIVERSITARIAS

RECTOR:

Ing. Mario Roberto Nieto

SECRETARIA GENERAL:

Dra. Ana Leticia Zavaleta de Amaya

FISCAL GENERAL:

Lic. Francisco Cruz Letona

DECANO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES
Y MATEMATICA:

M. Sc. Martin Enrique Guerra Céceres

DIRECTOR DE LA ESCUELA DE FISICA:

M. Sc. Victor Laureano Cortez Lara

Ciudad universitaria, 24 de noviembre de 2014



Agradecimientos

A todas aquellas personas , que me ayudaron y me siguen ayudando a
desarrollarme como persona humana, en este pequeno lapso del tiempo, al
cual pretendo llamar una larga vida



11

Agradecimientos



Indice general

Agradecimientos
Lista de figuras
Lista de tablas
1. Introduccién

2. Fundamentacion tedrica
2.1. Conceptos bédsicos . . . . . . . . ..o
2.2. Problemas asociados a la glucosa . . . . . ... ... .. ...
2.2.1. Productos finales de glicacién (AGE). . . . . . ... ..
2.2.2. Métodos no invasivos . . . . . .. ...
2.3. Interaccién de la radiacion con la materia . . . . . . .. .. ..
2.3.1. Ley de Beer Lambert . . . . . .. ... ... ... ...
2.3.2. Absorcién y emision . . . ... L
2.4. Antecedentes de la investigacion . . . . .. ..o

3. Experimento
3.1. Equipo a utilizar . . . . .. .. ...
3.2. Construccién de equipo y montaje experimental. . . . . . . . .
3.3. Proceso para toma de datos . . . . .. ... ... ... ....
3.4. Eficiencia del detector y sensibilidad de la CCD . . . . . . ..
3.5. Poblaciébn amedir . . . . . .. ...

4. Resultados y discusion
4.1. Equipo construido. . . . . . .. .. ... ... L.
4.2. Area de obtencién de la medida . . . . . . .. ...
4.3. Personas amedir . . . . ... .. ...

v

VII

15
15
18
19
20
22



INDICE GENERAL

v
4.4. Comparacion de resultados . . . . . . .. .. ..o 27
4.5. Analisis del espectro . . . . . . ..o 28
4.6. Resultados de los espectros de fluorescencia de tejido humano 34
4.7. Anélisis de suero de sangre . . . . .. ... ... 39

5. Conclusiones y recomendaciones 43
5.1. Conclusiones . . . . . . . . ... L 43
5.2. Recomendaciones . . . . . . . . . ... ... ... 44

6. Anexos 51



Indice de figuras

2.1.
2.2.

2.3.

2.4.

2.5.
2.6.

3.1.

3.2.
3.3.

3.4.
3.5.
3.6.
3.7.

4.1.
4.2.

Esquema de generacion de AGE [13] . . . ... ... ... .. 8
Principales fenémenos de la interacciéon de la radiacién con la
meteria.[16] . . . . ... 9

Diagrama de Perrin-Jablonski representado la absorcion y emi-
sién, SO; S1; S2: estados electrénicos singlete, IC: conversién
interna [16]. . . . . . ... 11
Espectro de fluorescencia de piel medido en persona, que tie-
ne diabetes mellitus e insuficiencia renal, diabetes mellitus ,
insuficiencia renal y en control, DM: diabetes mellitus, HD

hemodidlisis [8]. . . . . . . . . ... 12
Emisién de la piel,obtenida en diferentes partes del cuerpo [19]. 13
Emisién de la piel con diferentes fuentes de excitacién [20]. . . 14

sensibilidad de la rejilla de difraccion y la sensibilidad del de-

tector del espectréografo USB4000[22] . . . . . .. .. .. ... 16
Montaje para evitar la radiacion dispersa. . . . . . .. .. .. 17
Espectro de ldmpara de mercurio (Laboratorio de Espectros-

copia ()ptica, Escuela de Fisica, UES) . . . . . ... ... ... 17
Transmitancia de filtros . . . . . . . .. ... ... 18
Esquema de excitacion para la toma de datos . . . . . .. .. 19
proceso para obtener medidas de fotoluminiscencia de AGE . . 20

Resultado de la de fluorescencia de piel al ser filtradas por la
sensibilidad del detector y la eficiencia de la rejilla de difrac-

CION . . . 21
Equipo construido para medir la fluorescencia de la piel . . . . 23
Medidas de fluorescencia obtenidas de diferentes partes del

CUETPO -+« « v v v e e e e e e e e 25



VI

4.3.
4.4.
4.5.
4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.11.

4.12.

4.13.

4.14.

4.15.

4.16.

4.17.

4.18.

4.19.

INDICE DE FIGURAS

Fluorescencia de la piel referente a personas de la tabla 4.2 . . 26
Fluorescencia de la piel referente a personas de la tabla 4.2 . . 27
comparacion de medidas obtenidas con otros autores . . . . . 28
Resultado de un espectro de fluorescencia de la piel excitacién
365nm ... L L e 29
Resultado de la deconvolucién del espectro de fluorescencia de
lapiel . . . . 30
Mapa de contorno de fluorescencia de la piel al variar el maxi-
mo de excitacion [26] . . . . ... Lo 32

compuestos determinados del espectro florescencia de tejido
humano . . . . .. . ... L 33
Espectros de fluorescencia de la piel en persona con problema
renal y persona normal . . . ... ..o 34
Comportamiento del colageno cruzado extraido del espectro
mostrado en figura 3.10(izquierda). Comparacién de espectro
de coldageno cruzado en personas con fallo renal,diabetes y sa-

nos (derecha) . . .. ... ... o 35
Espectro de fluorescencia medidos en piel de personas triguena
sin complicaciones renales o padecimientos diabeticos . . . . . 35

Espectros medidos en piel triguena en rojo femenino y en negro
masculino . . ... Lo 36
Espectros medidos en piel triguena con persona que fuma con
posible diabetes en color rojo y persona que no fuma en color
NEETO .« v v v v v i e e e e e e e 37
Espectros medidos en piel triguena con persona que fuma con
posible diabetes(negro), persona con diabetes(rojo) y persona

que no fuma (azul) . . .. .. ... Lo 38
Fluorescencia de suero de sangre de personas sanas (excitacion
=360NmM) . . ... 39
Fluorescencia de suero de sangre de personas que presentan
problemas renales (excitaciéon = 365nm) . . . . . ... .. .. 40

Comparacion espectros de florescencia de suero de sangre de
personas con fallos renal y personas sanas . . . . . ... ... 41
Fluorescencia de suero de sangre en en personas que presentan

etapa cercana de cancer ,etapa avanzada de céncer, personas
sanas [27] . ... 41



INDICE DE FIGURAS

4.20. Comparacion de espectros de fluorescencia obtenidos con otros
autores espectros en color negro IRCCS Istituto Nazionale Tu-
mori,Milan Italia[28]. En azul espectro medido por nuestro
montaje experimental . . . ... ...

6.1. Comparaciéon de espectros de fluorescencia obtenidos con otros
autores .Espectros en color negro medido por nuestro montaje
experimental en dedo. En rojo medido en palma por E. Bori-
sova [20] ...

6.2. Comparacion de espectros de fluorescencia obtenidos con otros
autores .Espectros en color negro medido por nuestro montaje
experimental en dedo. En rojo medido en brazo por E. Bori-
sova [20] ...

6.3. Espectros de fluorescencia normalizados . . . . . . . ... ..

6.4. Comparacion de espectros de fluorescencia obtenidos con otros
autores .Espectros en color negro medido por nuestro montaje
experimental en dedo. En rojo medido en piel por H.Zeng [29]

6.5. Comparacion de espectros de fluorescencia obtenidos con otros
autores .Espectros en color negro medido por nuestro montaje
experimental en dedo. En rojo medido en brazo por M. Koet-
sier [7) . . .o

6.6. Comparacion de espectros de fluorescencia de suero persona
sana y persona con fallorenal . . . . ... ... ... ... ..

6.7. Comportamiento del drea bajo la curva de espectros de fluo-
rescencia de personas sanas y personas con insuficiencia renal .

VII

33



VIII INDICE DE FIGURAS



Indice de tablas

4.1.

4.2.

4.3.
4.4.

Principales datos de las personas,las cuales se realizaron la
medida de fluorescencia de la piel Agosto 2013 . . . . . . . ..
Principales datos de las personas,las cuales se realizaron la
medida de fluorescencia de la piel Agosto 2013 . . . . . . . ..
Datos de los maximos asociados al espectro de fluorescencia
Datos de principales fluoroforos de la piel [20] . . . . . . . ..



INDICE DE TABLAS



Capitulo 1

Introduccion

Poder determinar concentraciones de glucosa por métodos no invasivos en
humanos es un objetivo de mucha importancia para grupos de investigacion
[1], anteriormente se desarrollaron métodos sin el éxito esperado, ya que estos
no reproducian la exactitud como para poder diagnosticar una enfermedad
en personas humanas [1].

Un método no invasivo de diagnoéstico en medicina permite realizar la
medida de un componente o parametro fisico, sin tener contacto con un flui-
do biolégico representativo del cuerpo humano [1]. Diversos estudios han
revelado una estrecha relacién entre la autoflorescencia de la piel y com-
plicaciones diabéticas y enfermedades renales [2]. Esta autoflorescencia esta
vinculada con la acumulacién de compuestos de gliciacién avanzada (AGE)
[3]. Esto induce a poder determinar consecuencias relacionadas a dicha en-
fermedad,basandonos de manera menos invasiva y utilizar como método de
diagnostico la autofluorescencia de la piel. En el presente trabajo se pretende
desarrollar un analisis de la florescencia de la piel en personas sanas y que
presentan dichas enfermedades, para que pueda funcionar como marcador
no invasivo en tejido humano, de las consecuencias de estas enfermedades a
través de las técnica de espectroscopia éptica, esto serd un avance muy impor-
tante ya que se podria predecir complicaciones relacionadas con la diabetes
e insuficiencia renal [1]. El cuerpo de este trabajo estd compuesto por cuatro
secciones las cuales son: 1)fundamentacion tedrica es la base y los conceptos
fisicos que se emplean en el desarrollo de la investigacién como base para
poder poner en practica la teoria y aplicarla a un problema real,2) el experi-
mento en el cual los procesos de adquisicion y toma de datos en la practica
lo cual implica el implementar la técnica especifica para poder solucionar un
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problema, 3)Resultados y discusién describimos de manera detallada la in-
formacién que nuestras datos nos presentan , 4) planteamos las conclusiones
de este con la finalidad de presentar ideas mas claras de esta investigacion y
brindar informacion especifica para futuras investigaciones en esta. Al final
presentamos la seccion de anexos, estos brindan detalles mas especificos de
esta investigacion .



Capitulo 2

Fundamentacion tedrica

La diabetes es una afeccién crénica que aparece cuando el pancreas no
produce suficiente insulina, o cuando el organismo no consigue utilizar la in-
sulina que produce [9]. En este capitulo se describe la relacién de la glucosa
con la diabetes y las consecuencias de esto. Ademas, se aborda el tema de
la interaccion de la radiacion con la materia como soporte para la aplicacion
de la fluorescencia, como técnica espectroscopica, para un posible marca-
dor indirecto de la determinacion de compuestos de glicacién avanzada y su
relacién con la diabetes mellitus.

2.1. Conceptos basicos

La relacion que esta presenten entre las personas diabéticas y las concen-
traciones de glucosa es un estudio que es de mucha importancia para grupos
de investigacién [10], en especial diagnostico no invasivos. Esto es de gran
ayuda para esta investigacién ,ya que da pautas para comprender el avan-
ce de estos diagnosticos. El pancreas es el érgano encargado de producir la
insulina y otras sustancias de importancia para nuestro cuerpo, el problema
de la diabetes se presenta cuando la insulina que produce el pancreas no es
suficiente o estd no realiza su funcién especifica [10]. La funcién principal
de la insulina es la de transformar la glucosa (azicar muy representativo de
esta amplia familia quimica) proveniente de los alimentos, principal fuente de
energia que el organismo necesita para su funcionamiento o metabolismo [11].
La falta de insulina provoca un aumento de glucosa y esto a su vez produce
hiperglucemia, lo que significa que los niveles de esta azicar en la sangre son
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maés elevados que los normales [1]. La hemoglobina es la parte de los glébulos
rojos encargada de transportar el oxigeno a la células, en circunstancias esta
hemoglobina se enlaza con la glucosa en el torrente sanguineo produciendo la
hemoglobina glicosilada [12], esto se convierte en un indicador de la cantidad
de azucar presente en la sangre. Los AGE son la vinculacién de la glucosa
con alguna proteina [12]. Para nuestro caso la relacion mds importante es
con la hemoglobina, de ahi que la existencia de AGE en personas diabéti-
cas es evidente en muchos estudios [8]. Ademds la medicién de AGE puede
dar diagnosticos mas anticipados de la diabetes y contribuir a mantener un
control glucémico [5]

2.2. Problemas asociados a la glucosa

La complicaciones relacionadas con los niveles no adecuados de glucosa en
el cuerpo humano son diversos, constituyendo un tema de mucha importancia
en los servicios de salud, ya que se observa un aumento de casos relacionados
a estos problemas en los ultimos tiempos. Actualmente la principal enfer-
medad relacionada con niveles altos de glucosa en la sangre es la diabetes
mellitus tipo 2 esta enfermedad afecta aproximadamente a 230 millones de
personas en el mundo ,en El Salvador se reportan 800,000 personas aproxi-
madamente el 14 % de la poblacién salvadorena [4]. Se estima que para el
2030 esta cantidad se duplique, la causa de esto es que muchas personas aun
no han sido diagnosticadas y esto implica no tener una dieta adecuada, para
tales casos|9], cuyo padecimiento se tipifica como una enfermedad crénica que
conlleva una serie de complicaciones, tales como: hipertension arterial, acci-
dentes cerebrovasculares (derrames cerebrales), insuficiencia renal, ceguera,
entre otros..

Las enfermedades del corazon y derrame cerebral
En 2004, los certificados de defuncién relacionados con la diabetes, en perso-
nas de 65 afios o mds, reportaron el 68 % a causa de enfermedades cardiacas;
y 16 %, derrame cerebral [9].

Hipertension. En el periodo 2005-2008, adultos de 20 anos en adelante
con percepcion de diabetes, de estos el 67 % tenia la presién arterial mayor
o igual a 140/90 mmHg, estos valores corresponden a los parametros inferior
de hipertensién) no usaron medicamentos para su control. [9] .
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Ceguera. La diabetes es la causa de muchos casos de ceguera entre adul-
tos de 20-74 anos. En el periodo 2005-2008, 4,2 millones (28,5% E.E.U.U.)

personas diabéticas mayores de 40 anos o mas padecian retinopatia. [9].

Enfermedad de los rinones. La diabetes es la causa principal de insufi-
ciencia renal, lo que representa el 44 % de los casos nuevos en 2008. En 2008,
48.374 personas con diabetes comenzaron tratamiento por esta enfermedad
renal en estado terminal en los Estados Unidos [10] .

Enfermedad del sistema nervioso (neuropatia). Alrededor del 60 %
al 70 % de las personas con diabetes tienen danos de leves a severos del sis-
tema nervioso [9].

Amputacién Mas del 60 % de las amputaciones no traumaticas de miem-
bros inferiores se producen en personas con diabetes. [9].

2.2.1. Productos finales de glicaciéon (AGE).

Anteriormente se describi6 en que consiste el proceso de glicacion, ademas
de estos podemos describir, que la glicaciéon de proteinas es una serie de com-
plicados procesos y reacciones subsecuentes que en su colectivo es llamada
Reaccién Maillard [15], la reaccién Maillard ocurre en el tejido y fluidos
del cuerpo, inicialmente forma aductos de glicacién temprana como fructosil-
lisina posteriormente esta se degrada para formar los compuestos AGE véase
figura 2.1. La autoflorescencia de la piel esta relacionada con la fluorescen-
cia de coldgeno vinculado [8]. La reaccién de glicacién depende mucho de
las concentraciones de glucosa que estdn presentes al inicio de esta [15],los
compuestos AGE forman un rol patogenito en enfermedades como diabetes y
problemas subsecuentes a estos como la insuficiencia renal. Los compuestos
AGE al asociarse con proteinas realizan un proceso que es irreversible,estos al
asociarse con proteinas de vida media corta son menos presente y al asociarse
con proteinas de vida media larga como el colagenos, estan mas presentes en
el cuerpo esto implica que es mas factible localizarlos en la piel [8].
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Figura 2.1: Esquema de generacion de AGE [13]

2.2.2. Meétodos no invasivos

Los métodos no invasivos para determinar concentraciones de glucosa, son
un tema que va a revolucionar el area de diagndstico, estos métodos surgieron
al pretender establecer la relacién entre la sudoracién de la piel con perso-
nas diabéticas, pero esto no tuvo éxito ya que hay otras enfermedades que
presentan esta caracteristica [1]. Dentro del desarrollo de la técnica no inva-
siva para poder determinar concentraciones de glucosa existen dos enfoques
los cuales son enfoques directos e indirectos, los enfoque directos estudian el
comportamiento puro de la molécula de la glucosa, los indirectos se basan en
las acciones que estas moléculas producen, al no poseer niveles adecuados en
el cuerpo humano, en general cambios fisicos en el cuerpo [1].

El método no invasivo consiste principalmente en medir concentracio-
nes de glucosa en vivo, sin que el transductor tenga contacto con un fluido
biolégico representativo, en este caso una extraccion de sangre o biopsia, la
idea principal es realizar un estudio de la concentracion de glucosa sin tener
que utilizar reactivos ni separadores fisicos [1],
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2.3. Interaccion de la radiacion con la mate-
ria

Los efectos de la interaccion de la radiacién con la materia es el fenémeno
principal que esta investigacion utiliza para determinar concentraciones de
glucosa, de manera no invasiva, en tejido humano.

Cuando las ondas electromagnéticas interactiian con un medio se ponen
de manifiesto muchos fenémenos, tales como: fotoluminiscencia, absorcién y
dispersion. Estas interacciones dependen mucho de la energia que esta onda
posea y también del medio con el que interactudan véase figura 2.2 estos
fenémenos pueden ser analizados a través de la espectroscopia optica.

Al incidir una onda electromagnética en un medio ,parte de la energia que

i
H
i
=
$
-

./H/

| | Luz incidente 7, | > ::ISistemamolecuIar I:‘“Lllz'l'r:n:middal | >
\ J

Figura 2.2: Principales fenémenos de la interaccion de la radiacién con la
meteria.[16]

posee esta onda es transferida al medio ,la emisién de luz o fotoluminiscencia
es causa de esta energia depositada en el medio. Temas que seran abordados
mas adelante. La dispersion Mie es un fenémeno de dispersion que se presenta
cuando la longitud de onda dispersada es aproximadamente igual al diametro
de la molécula o particula con la que interactia. La dispersiéon Rayleigh se
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presenta cuando la longitud de onda dispersada es mucho mayor al didmetro
de la particula o molécula con la que interactua.

2.3.1. Ley de Beer Lambert

El fenémeno de absorcion es representado por la ley de Lambert y Beer
que expresa la probabilidad de que un fotén sea absorbido por una molécu-
la, la cual se considera directamente proporcional a la concentracién de las
moléculas presentes y al espesor de la muestra esta ley podemos expresarla
de la siguiente manera [18].

dl
7= —kcdx (2.1)

Donde I es la intensidad de la luz inicial o incidente y dI es el cambio que
sufre cuando la luz es absorbida, al atravesar un espesor dx. k representa el
indice de absorbancia y una concentraciéon c. analizando el comportamiento
que sufre la ecuacion 2 al atravesar b centimetros y el cambio que sufre I,
integrando tenemos [18].

1 T b
a_ —kc/ dx (2.2)
n 1 0
1
In — = —kcb (2.3)
Iy

A la cantidad (I/Iy) se le llama absorbancia ,y como inicialmente describimos
es proporcional a la concentracién ¢ y a la longitud de la trayectoria [18].

2.3.2. Absorcion y emisién

La absorcién es un fenémeno fisico, en el cual una molécula de un medio
absorbe un fotén de radiacién electromagnética incidente,este logra excitar
y elevar su nivel energético. Este fenomeno puede tratarse por un modelo
semiclasico [17]. Esta absorcién es observada como un cambio de intensidad
de la radiacion la transmitida, este proceso implica cambios de energia los
cuales son expresados por:

hv=FE —E"=AE (2.4)
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Donde E’ representa la energia del estado superior, E” es la energia co-
rrespondiente al estado inferior,v es la frecuencia de la onda electromagnética
y h la constante de Planck. [18].La fotoluminiscencia es parte de la energia
absorbida por el atomo o molécula, esta se disipa en forma de luz para poder
regresar a su estado de minima energia, el esquema de absorcién y emision
es ejemplificado en la imagen 2.3, esta emision es representada matematica-
mente por la ecuacion 2.1, el cambio de energia entre el estado energético
superior a un estado mas bajo

Sz' IC
‘ [
— IC 4,
e —— p—
= S,
=
—3— |ABSORPTION | [FLUORESCENCE|
} $ 'V'
8 =¥ vV
(+]

Figura 2.3: Diagrama de Perrin-Jablonski representado la absorciéon y emi-
sién, S0; S1; S2: estados electrénicos singlete, IC: conversion interna [16].

2.4. Antecedentes de la investigacion

Segun muchos investigadores, determinar niveles de concentraciones de
glucosa puede llegar a plantearse como una investigacién con un futuro in-
cierto, ya este ha sido objeto de estudio desde hace anos de estudio,con
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resultados pocos esperanzadores, muchos ademas plantean que este no pude
tener un enfoque edisioniano, en el sentido que después de varios experimen-
tos se lograra realizar [1]. El desarrollo de investigaciones en esta , ha tenido
un avance enorme en el transcurso de los ultimos anos. La emisién de la fluo-
rescencia de la piel atribuida a concentraciones de AGE, ha sido reportada
con gran exactitud. [8]. La determinacién de esta emision (Véase figura 2.4),
representa el cambio de intensidad de fluorescencia en la piel, al ser medidos
en personas que presentan problemas asociados con altas concentraciones de
glucosa, comparados con personas las cuales sus niveles de glucosa son nor-
males.

DM +, HD + DM -, HD + DM+, HD - DM -, HD -

o} ]
- n
1 1
pm—

0

o

g

.5;;15

EEAO—

0

) v

X!

{ 0' L T TSI T o 111 TR '|=_-_“T
DDC}O)G)CDUDIMP*-LDCDW‘?%W
— 0 3mmr~.mmox—m <t
+ < o+ < S T T T T O LWL O W

Wavelength (nm)

Figura 2.4: Espectro de fluorescencia de piel medido en persona, que tiene
diabetes mellitus e insuficiencia renal, diabetes mellitus , insuficiencia renal
y en control, DM: diabetes mellitus, HD hemodialisis [§].

La fluorescencia de AGE tiene una relacién estrecha con la fluorescencia
del colageno vinculado, fenémeno que ha sido determinado en otros estudios
[8]. Esta informacién ha sido publicados en varias revistas. Estas mediciones
por el momento han sido obtenidas de personas caucésicas [8]. Estudios rea-
lizados demuestran que en personas diabéticas la autoflorescencia de la piel
es mayor en un 30 % [8].
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Un antecedente importante es la factibilidad de comparar espectros de
fluorescencia medidos en la piel,estudios realizado en el Instituto de Electroni-
ca de la Academia de Ciencias de Bulgaria, presentan mediciones de la fluo-
rescencia en la piel y observan cual es el cambio que sufre el espectros de
emisién al variar dreas del cuerpo como el brazo, la palma( Véase figura 2.5).
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~ = forearm-medial part
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2000 -

1500 +

1000 -

500 +

Fluorescence intensity (a.u.)
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510 660 690

Figura 2.5: Emisién de la piel,obtenida en diferentes partes del cuerpo [19].

Estudios también realizados en el Instituto de Electronica de la Academia
de Ciencias de Bulgaria han encontrado la emisién de la piel al ser excita-
da con diferentes méximos (Véase figura 2.6),estos espectros se comportan
de manera diferente, atribuyéndolo al aumento de penetracién en la piel ,
esto implica aparicién de bandas de fluorescencia de fluoroforos [20]. Por el
momento muchas de estas investigaciones se basan en poder determinar la
emisién de la piel,como herramienta de diagnodstico no invasiva para el cuer-
po humano. Este tipo de estudio se ha realizado en enfermedades como el
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Figura 2.6: Emisién de la piel con diferentes fuentes de excitacién [20].

céncer y la diabetes [20], a pesar de esto se necesitan muchos mas estudios y
pruebas para validar este método de diagnostico no invasivo
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Experimento

La determinacion de fluorescencia de la piel en personas con diabetes e
insuficiencia renal jha sido atribuida a la acumulacion de AGE en personas
diabéticas [8],esta es la principal caracteristica que se pretende utilizar para
realizar esta investigacién. Para determinar una relacién entre la fluorescencia
de AGE utilizaremos la técnica de espectroscopia éptica ,la cual consistird en
detectar con nuestro arreglo experimental la fluorescencia en tejido humano.

3.1. Equipo a utilizar

= Fibra optica.
Didametro 400 micras.
Rango 300-1100nm.
Trasmisién 83 % en el rango de 350-900 nm.

la fibra 6ptica nos permite colectar la mayor cantidad de luz posible y
transmitirla de manera mas eficaz por la cualidad que poseen de tener
una reflexién interna total [17]

= Espectrografo USB4000.
Resolucion 10 nm.
Rango 250 - 1100 nm.

Angulo Blaze 500 nm.
Este instrumento nos permite colectar la emisiéon de luz de manera

15
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analoga y transformarla a digital, representandolo como un espectro en
la computadora, esto es de gran ayuda para realizar diferentes analisis,
la sensibilidad del espectrégrafo y la eficiencia de la rejilla de difraccion
son mostrados en la figura 3.1

Sensibilidad del detector Eficiencia de rejilla

1.0 - /_..,.—-..\\ - 100
o / 80
o //\ : _ i 80

Ly _ B AN - :

s , ,

k) : : : : :

2 0.4 : : ' ' \:. 40
2l L B B
0.0 +——————————F———+—F———F——1—0

400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900
Longitud de onda (nm)

Figura 3.1: sensibilidad de la rejilla de difraccion y la sensibilidad del detector
del espectréografo USB4000[22]

» Estructura para evitar radiacién de fondo que afecta la toma de datos
y ademas que sirva para realizar la medida de una manera mas rapida
y delimitando un érea de piel especifica véase figura 3.2

s Fuente de excitacion.

En nuestro caso podremos utilizar como fuente de excitacién la lampara
de mercurio (Véase figura 3.3), ya que esta posee una banda de exci-
taciéon similar a la banda utilizada por otros investigadores, como por
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Figura 3.2: Montaje para evitar la radiacién dispersa.

ejemplo una banda de excitacion de 300 a 420nm con un maximo en
350nm utillizada en el Centro Medico de la Universidad de Groningen,
Los Paises Bajos [8].

Espectro de Mercurio
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Longitt le onda nm

Figura 3.3: Espectro de ldmpara de mercurio (Laboratorio de Espectroscopia
Optica, Escuela de Fisica, UES)

= Filtros pasa banda y paso alto. Los filtros seran utilizados para
poder delimitar el espectro de excitacion y para colectar la fotolumi-
niscencia,estos filtros son de gran importancia, ya que ayudan a colectar
fluorescencia de la piel ; disminuyendo la intensidad de haz de radia-
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cién electromagnética con el cual excitamos para estos mostramos la
transmitancia de estos filtros(Véase figura 3.4).

— Filtro de Excitacion BP35 —— Filtro Colector LP39
100 - 100
80 | - 80
3
E 60 - 80
[}
c
£
3
a 40 4 - 40
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=
20 | - 20
0_\'I'I'I'I'I'I'I'I"k'lo

T T T T T
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900
Longitud de onda (nm)

Figura 3.4: Transmitancia de filtros

» Lentes para poder enfocar el area de a excitar.
= Computadora

= Programas: Spectra Suite.

3.2. Construccién de equipo y montaje expe-
rimental.

El equipo para la medicién de fluorescencia en tejido humano es un acople
de diversos instrumentos.En primer lugar se necesita utilizar un arreglo de
filtros el cual delimite el haz de radiacion electromagnética de excitacién en
la piel, un dispositivo que restrinja la luz de fondo del ambiente donde se
realizaran las mediciones y lentes para enfocar nuestros haz de excitacién.
Estos instrumentos acoplados son mostrados en la figura 3.5 .
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Figura 3.5: Esquema de excitacién para la toma de datos

3.3. Proceso para toma de datos

La metodologia para la toma de fluorescencia de la piel, consiste en ex-
citar la piel con una banda de 300 a 400nm con un maximo en 365nm, esto
logra producir una banda de fluorescencia a 400-700 [8]. Las mediciones se
realizaron en el dedo pulgar, se necesita tener un tipo de area del cuerpo el
cual no sufra de irregularidades como cicatrices o demasiados vasos capilares
[8]. Un paso importante para la toma de datos, es tomar una correccién por la
corriente oscura que se puede presentar en la CCD de nuestro espectrégrafo.
Posteriormente procedemos a colectar nuestra fotoluminiscencia teniendo en
cuenta que parte de esta luz que colectemos puede ser luz que es reflejada
por la piel por lo tanto tenemos que analizar nuestra banda de excitacion,
para delimitarla de la fotoluminiscencia que se genera por la piel. Esto nos
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Proceso para medir

* Excitacién con
una fuente en
rango de 300—

420 nm

* Coleccion de
fotoluminiscencia en
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* Obtencién de
medida a través de
un espectrografo

L2l computadora

— * Analisis

e ——

Figura 3.6: proceso para obtener medidas de fotoluminiscencia de AGE

da un valor el cual nos representa el comportamiento de la fluorescencia de
la piel en personas con posibles acumulaciones de AGE y personas sanas.

3.4. Eficiencia del detector y sensibilidad de
la CCD

Una parte importante de toda medicién es determinar lo afectado que se
puede verse nuestra medida,por el equipo que se utiliza para obtenerla, en
nuestro caso la parte mas importante de nuestro equipo que utilizamos para
la metodologia, el espectrografo USB4000,este posee dos instrumentos que
pueden afectar nuestras medidas. La eficiencia de la rejilla de difraccion y la
sensibilidad del detector,son mostrados en la figura 3.1 ; este tipo de espectros
nos serviran para determinar que tanto nuestra medida se ve afectada por
estas dos variables, para determinar esto procedemos utilizar una medida
cualquiera de nuestros espectro de fluorescencia y realizar tres procesos, con
el fin de identificar la variacion que sufre nuestra medida.
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Como primer paso realizamos una divisién de la medida de fluorescencia
de la piel entre la eficiencia de la rejilla de difraccion, posteriormente dividi-
mos nuevamente la medida de la fluorescencia de la piel entre la sensibilidad
de nuestro detector y finalmente realizamos una divisién del espectro de fluo-
rescencia de la piel entre la multiplicacion de la sensibilidad de la rejilla de
difraccién por la sensibilidad del detector.El resultado de estos tres pasos me
generan tres espectros (Véase figura 3.7). El espectro en color rojo no genera
ninguna cambio evidente con la medida real de la fluorescencia de la piel,
mientras que el espectro de color verde se observa que, se ve afectado por
un cambios en cuanto a la intensidad en la banda de 400nm-900nm. Esto
implica que la sensibilidad de la rejilla de difraccién si es un factor que afecta
las medidas, a pesar de esto una ventaja que es evidente en los espectros ,es
que los maximos que son observados en el espectro se mantienen, esto es de
mucha importancia ya que como mas adelante se discute estos maximos co-
rresponden diferentes sistemas moleculares y el hecho que no sufran ninguna
cambio,es muestra para que las medidas se puedan trabajar sin realizar esta
correccion.

medida/efi

medidalefi*grating

medida/grating

PL (UA)

WWVWW p

. . . , . . . . —
420 450 480 510 540 570 600 630 660 690
Longaitud de onda (nm)

Figura 3.7: Resultado de la de fluorescencia de piel al ser filtradas por la
sensibilidad del detector y la eficiencia de la rejilla de difraccién
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3.5. Poblacion a medir

Diversos estudios realizados en esta area, han tenido una estrecha rela-
cién con organizaciones que involucran a persona que sufren la enfermedad
de la diabetes, tal es el caso de la investigacion realizada en Los Paises Ba-
jos,donde se gestiono con el proyecto Zwolle Outpatient Diabetes project
Integrating Available Care(ZODIAC) [24, 25]. El cual brindo la facilidad de
poder realizar mediciones en sujetos que son de interés para esta investiga-
cion, en El Salvador existe dos Organizaciones que son de interés para este
estudios las cuales son ASADI y ANAHES ademas otros estudios como por
ejemplo en el pais de Bulgaria [19] donde han sido tomadas mediadas de la
auto-fluorescencia de la piel en personas que se prestaron voluntariamente
para este estudio. En esta investigacion se pretende realizar medidas en cua-
tro tipos de personas para poder establecer una mejor cantidad de muestro
en nuestro estudio.

Personas que mantienen controlada su diabetes

= Personas que no controlan su diabetes

Personas que sufren con enfermedad de insuficiencia renal.

Personas sanas.

Los voluntarios para realizar estas medicines fueron obtenidas de estudiantes
de la Universidad de El Salvador, estois datos son presentados mas adelante.



Capitulo 4

Resultados y discusion

4.1. Equipo construido

En el desarrollo de esta se realizo un prototipo que funcionara para medir
la fluorescencia de la piel de manera mas cémoda para las personas, es por
esto que después de diversas pruebas y configuraciones de lentes y filtros, fue
elaborado. Este equipo es mostrado en la figura 4.1,es importante mencionar
que este equipo fue posible construirlo , después de poseer los conocimientos
adquirido en la materia de espectroscopia 6ptica las cuales fueron de gran
ayuda para la de este prototipo.

Figura 4.1: Equipo construido para medir la fluorescencia de la piel

23
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4.2. Area de obtencién de la medida

Lo principal de esta investigaciéon es, poder obtener la medida de fluo-
rescencia de la piel, de una manera mas rapida y mas cémoda. Este trabajo
lo iniciamos realizando una comparacién del area del cuerpo en el cual ob-
tenemos la medida, que nos de una mejor senal de fluorescencia. Las inves-
tigaciones reportan que mediciones similares a estd, se han realizado en el
antebrazo, parte lateral del antebrazo y la palma ,nuestra medidas como se
observa (Véase figura 4.2 ); presenta las mediciones que fueron obtenidas en
diferentes partes del cuerpo con el fin de poder determinar, cual nos brinda
mas informacién, como se observa en las graficas se tomaron medidas en tres
partes de facil acceso al cuerpo humano. La palma de la mano , el ante bra-
zo y el dedo , a pesar que otros estudios realizados en Los Paises Bajos, la
medida de la fluorescencia de la piel fue obtenida de la parte del ante brazo
[8] ,nuestras medidas obtenidas muestran una intensidad menor al comparar
con las otras partes del cuerpo, en las que se realizo’ la prueba, otro lugar de
medicién es la palma de la mano con el fin de corroborar medidas de fluores-
cencia de la piel realizadas en Bulgaria [20], resultando con una intensidad de
la senal de fluorescencia significativa, pero al comparar la emision obtenida
en el dedo se observa que la intensidad de la emision es la que mejor valor
nos proporciona. Luego de haber verificado, que la senal obtenida de mayor
intensidad es obtenida de la parte del dedo, las medidas obtenidas en esta
trabajo de investigacion en cuanto a la fluorescencia de la piel humana se
realizaron en la parte del dedo, para ser mas preciso en el dedo pulgar.

4.3. Personas a medir

En el desarrollo de estas investigacion la medicion de fluorescencia en teji-
do humano se realiza con el fin de obtener una relacién atribuida al colageno
vinculado, las mediciones fueron realizadas en diferentes personas, las medi-
das se realizaron en personas voluntarias fueron tomadas en las instalaciones
de la Universidad de El Salvador en la mayoria estudiantes los cuales ayuda-
ron a que esta toma de datos se llevara a cabo en las tablas mostradas (Véase
tabla 4.2 y 4.1). Las personas fueron denominadas con la letra " M” | seguidas
de un numero, con el objetivo de presentar de mejor manera los resultados
de los espectros, de aqui en adelante cundo nos refiramos a un espectro se
hara referencia a este tipo de nombre, como por ejemplo M1,M2,M3...etc.
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Figura 4.2: Medidas de fluorescencia obtenidas de diferentes partes del cuerpo

Como ya se explico en la seccién anterior la parte del cuerpo que se uti-
lizé para realizar la medida fue el dedo pulgar,con el fin de verificar que tan
factible es reproducir las mediciones y analizar la informacion que el espectro
de fluorescencia nos presenta. Espectros mostrados en la figura 4.4.

Tabla 4.1: Principales datos de las personas,las cuales se realizaron la medida
de fluorescencia de la piel Agosto 2013

Nomenclatura Edad Genero Fallo renal Tabaquismo
M1_2 25 Masculino si si
M2_2 26 Masculino No si

M3_2 29 Masculino No No



26

4. Resultados y discusion

Tabla 4.2: Principales datos de las personas,las cuales se realizaron la medida

de fluorescencia de la piel Agosto 2013

Nomenclatura Edad  Sexo diabet Tabaqui Pigmentacion
M1 26 Femenino No No Triguefia
M2 33 Masculino Padres Regular Clara
M3 23 Femenino Mama No Blanca
M4 23  Femenino Papa No Triguefia
M5 23  Masculino Papa Todos los dias Triguefia
M6 19 Femenino Mama No Morena
M7 24 Femenino No No Morena
M8 24 Femenino No No Triguefia
M9 24 Masculino No No Trigueiia
Mi10 25 Femenino No No Triguefia
M1l 23 Masculino No No Morena
Mi2 22 Masculino No Si Triguefia
M13 20 Femenino No No Blanca
Mi4 19 Femenino Padres No Triguefia
Mi5 17 Masculino No No Trigueiia
Mi6 19 Masculino No hace un afio Trigueiia

] —— M1
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] — M4
7 — M5
B — M6
4 — M7
< i — M8
2 1 M9
s 4
©
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2]
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5 i
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Figura 4.3: Fluorescencia de la piel referente a personas de la tabla 4.2
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Figura 4.4: Fluorescencia de la piel referente a personas de la tabla 4.2

Estas mediciones se realizaron en dos campanas realizadas en Septiembre
y Agosto de 2013 , es necesario mencionar que la medida M3 no esta presente
ya que se obtuvo problemas en el ;momento de guardar la medida.

4.4. Comparacion de resultados

Los resultados comparados en la seccién de antecedentes de este docu-
mentos nos presenta de manera muy clara, la validacién de nuestra medida
ademas al realizar una comparacién con estudios realizados en Los Paises
Bajos,Bulgaria y Canada( Véase figura 4.5) .La finalidad de estas compara-
ciones es poder determinar una relacién directa de nuestro resultados con los
resultados obtenidos en otras partes del mundo.Comparando nuestros resul-
tado de la fluorescencia de tejido humano, nos brinda una idea mas clara de
la validacién de nuestro espectro,
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Figura 4.5: comparaciéon de medidas obtenidas con otros autores

4.5. Analisis del espectro

Previamente se compararon los espectro de fluorescencia en tejido hu-
mano, para profundizar mas en la informacién que este nos presenta, escoge-
mos un espectro de la tabla 4.2 por ejemplo M5, para determinar cuales son
los compuestos que estan presentes debido a las bandas de fluorescencia que
podemos atribuirle a este espectro, para esto identificamos cuatro maximos
que son evidenciados en el espectro de fluorescencia de tejido humano en la
figura 4.6; senalamos de manera mas directa cuales son estos maximos a los
cuales nos estamos refiriendo. es importante senalar que estos maximos que
senalamos son seleccionados al investigar bibliograficamente los componen-
tes del tejido humano y la energia que estamos utilizando para excitar, en
nuestros caso 365nm.
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Figura 4.6: Resultado de un espectro de fluorescencia de la piel excitacién
365nm

El anélisis de los espectros para identificar los maximos asociados ellos,
lo realizamos mediante un método de deconvolucion gaussiana, este permite
separar un espectro y poder determinar las contribuciones de otras emisio-
nes .Este proceso se basa en determinar los maximos asociados a cualquier
espectro,maximos asociados a un espectro se refiere a maximos, que son pre-
sentes en el espectro a simple vistas, o aquellos en los cuales se observa que el
comportamiento del espectro cambia, y deja de comportarse como una linea
suave. Es importante recalcar el estudio del comportamiento de la fluores-
cencia que presenta la piel en nuestra investigacion , para poder seleccionar
maximos, que tienen sentido fisico que estén presentes. El resultado de una
deconvolucién realizada a un espectro de fluorescencia de la piel es mostrado
en la figura 4.7; el espectro negro mostrado es la medida real,los espectros
de color verde claro representan los méaximos asociados al mediada real y el
espectro rojo representa la convolucion de las bandas asociadas al espectro
real.
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Figura 4.7: Resultado de la deconvolucion del espectro de fluorescencia de la
piel

Lo anterior mostrado, permite observar la deconvolucion del espectro de
fluorescencia de la piel tomada del dedo pulgar, esté posee cuatro maximos
y al realizar el proceso de deconvolucion permiten reconstruir la medida real
con una gran exactitud, esto es evidente al observar el ajuste casi perfecto
que poseen el espectro negro y el espectro de color rojo (Véase 4.7).Posterior
a la deconvolucién ,es necesario determinar a que compuesto se relacionan las
bandas mostradas en color verde (Véase figura 4.7); La tabla 4.3; muestra
los resultados de las bandas atribuidas al espectros de fluorescencia de la
piel, cabe mencionar que el r? obtenido de esta deconvolucién nos da un
valor iguala 0.99; esto implica una correlacion muy similar entre nuestro
espectro medido y nuestro espectro convolucionado. con ayuda de la tabla
4.4; podemos determinar la relacién que nuestro espectro de fluorescencia
presenta con los principales fluoroforos de la piel
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Tabla 4.3: Datos de los maximos asociados al espectro de fluorescencia

Maximo 1 25538.07 441.68 32.17 633.38
Maximo 2 76855.76 492.03 38.59 1589.00
Maximo 3 212714.90 525.36 73.43 2311.10
Maximo 4 37725.56 609.14 49.83 603.97

Tabla 4.4: Datos de principales fluoroforos de la piel [20]

Structural proteins | Excitation max, nm| Emission max, nm
Collagen 320-350 400-440
Elastin 290-325 340, 400
Collagen cross-links 380-420 440-500
Elastin cross-links 320-360, 400 480-520

Establecer una relacion de los maximos que nos presentan la deconvolu-
cion y las bandas a atribuidas a compuestos que podemos encontrar en la
piel es de mucha importancia, es por esto que necesitamos analizar el com-
portamiento de la fluorescencia de la piel y comprender el resultado de la
del espectro de fluorescencia. Para esto iniciamos nuestro andlisis con una
mapas de contorno de fluorescencia en la piel (Véase figura 4.8);En esta po-
demos apreciar como varian los componentes que podemos determinar al
variar la longitud de onda de excitacién,el mapa de fluorescencia identifi-
ca los tres componentes principales que podemos determinar al variar la
longitud de onda onda en una margen de 300nm - 450nm; los cuales son
coldgeno,Nicotinamida Adenina Dinucledtido en su forma reducida (NADH)
y dinucleétido de flavina-adenina (FAD) esto implica que nuestra medida
tiene que corresponder a estos compuestos, al realizar un analisis del ma-
pa de contorno de fluorescencia y compararla con nuestro espectros resul-
tante(mostrados anteriormente y con ayuda de la tabla 4.4) y tomando en
cuenta que nuesta maximo de excitacion esta alrededor de 365nm; podemos
concluir que el compuesto que mayor intensidad de fluorescencia, presente
para una longitud de onda con maximo de excitaciéon alrededor de 365nm, es
el NADH y esta emisiéon de NADH tendrd una maximo de fluorescencia entre
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480nm - 500nm. Nuestro objetivo primordial es poder determinar la emisién
del compuesto colageno vinculado con el objetivo de establecer un marcador
indirectos de complicaciones renales y diabetes como se expuso en el marco
tedrico, diversas investigaciones han demostrado que la emision del coldgeno
vinculado posee un maximo de emisién en 440nm, esto implica que nuestro
espectro el cual esta compuestos por diversos maximos, tiene que tener un
maximo en 440nm, este maximo sera el indicador que estamos determinando
el colageno vinculado,es evidente ,segun los resultados de nuestra deconvo-
lucién (Vease tabla 4.3),nuestro espectro presenta un méximo el cual esta
localizado en 440nm.
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Figura 4.8: Mapa de contorno de fluorescencia de la piel al variar el méaximo
de excitacién [26]

Por medio lo anterior descrito, con nuestros resultados hemos logrado
determinar el coldgeno cruzado atribuyendole el maximo de 440nm, otro re-
sultado que hace fiable nuestra medida es que segin el mapa de contornos de
fluorescencia (vease fig:4.8, al excitar con un maximo de 365nm la fluorescen-
cia de mayor intensidad sera la del NADH , esto es evidente en el espectro. Es
por medio de esta investigacion hemos logrado caracterizar la fluorescencia
de la piel de personas de El Salvador y a la vez hemos determinado que los
maximos asociados al espectro de fluorescencia corresponden con los resul-
tados presentados por otros autores [2, 7, 8]. En particular hemos logrado
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determinar el maximo de 440nm asociado a colageno vinculado el cual es el
indicador que pretendiamos determinar y que en un futuro se pueda utilizar
como marcador indirecto de los productos de glicacion avanzada. lo que he-
mos logrado determinar por los espectros de fluorescencia de tejido humano
son las pretinas Coldgeno cruzado,NADH,FAD y Porifirinas las cuales co-
rresponden el espectro experimental y con el simulado, haciendo enfasis en
la informacién investigada .

|PORIFIRINAS |

T T T T T L T
400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675
Longitud de onda (nm)

Figura 4.9: compuestos determinados del espectro florescencia de tejido hu-
mano
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4.6. Resultados de los espectros de fluores-
cencia de tejido humano

Iniciamos los resultados de esta investigacién observando los espectros
mostrados en la figura 3.10 ; podemos evidenciar un cambio en cuanto a la
intensidad de los espectros en tejido humano, este cambio que se observa en
el espectro de mayor intensidad fue medida en una persona que presentaba
fallo renal, al deconvolucionar y poder obtener la banda atribuida al colageno
vinculados, da como resultado como que estda banda presenta mayor intensi-
dad de fluorescencia, lo cual al comparar este resultado otro obtenido en Los
Pises Bajos, podemos observar que el el resultados que obtenemos es similar

——Fallo renal — Normal

Intensidad (U.A.)

| !

T T
550 600
longitud de onda A (nm)

T T T
400 450 500 650 700

Figura 4.10: Espectros de fluorescencia de la piel en persona con problema
renal y persona normal
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Figura 4.11: Comportamiento del coldgeno cruzado extraido del espectro
mostrado en figura 3.10(izquierda). Comparacién de espectro de coldgeno
cruzado en personas con fallo renal,diabetes y sanos (derecha)

Un resultado importante es comparar la fluorescencia por el tipo de piel
que presentaron los voluntarios en la figura 4.12, presentamos estos espec-
tros, se observa que la relacion que presentan estos espectros es muy similar,
es importante senalar que ninguna de estas personas presentaba algin ti-
po de enfermedad relacionada con la diabetes o fallo renal , estas medidas
corresponden al genero femenino.

PL Intensidad (UA)

L T T — T
480 520 560 600 640 680

Longitud de onda (nm)

I .
400 440

Figura 4.12: Espectro de fluorescencia medidos en piel de personas triguena
sin complicaciones renales o padecimientos diabeticos
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Al comparar espectros de fluorescencia de personas triguena por genero
(Vease figura 4.13), femenino en rojo y masculino en negro, se observa que la
intensidad correspondiente al espectro de fluorescencia de genero femenino
presenta un intensidad levemente mayor.Este dato es reportado en investiga-
ciones [7].Y es por esto que se necesita investigar mas este factor debido al
genero, el cual puede afectar levemente los resultados.

5000 — M1
4500 — M8
i M10

PL Intensidad (UA)

— T T T T T T T T T T 1
400 440 480 520 560 600 640 680

Longitud de onda (nm)

Figura 4.13: Espectros medidos en piel triguena en rojo femenino y en negro
masculino

La relacion de espectros que presentan las personas que fuman y con
posible padecimiento de diabetes con una persona que no fuma, podemos
evidenciarlo el cambio de intensidad que estos sufren en la grafica 4.14.Es
otra variable que es de mucha importancia en este tipo de investigaciones y
ha sido reportada en investigaciones [7], es importante realizar mas estudio
con estas variables , que deben ser tomadas en cuenta.
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— M9
M5

PL Intensidad (UA)

T T |
440 480 520 560 600

Longitud de onda (nm)

| I |
400 640 680

Figura 4.14: Espectros medidos en piel triguena con persona que fuma con
posible diabetes en color rojo y persona que no fuma en color negro

Al realizar una comparacién, de una personas que fuma con otra persona
que no fuma pero posible padecimiento de diabetes , con una persona que no
presenta ninguna de estas variables, se presenta una variacién de intensidad
, esta puede ser observada en la figura 4.15,con esto se puede lograr determi-
nar el cambio observado debido a la intensidad de fluorescencia, todos estas
variables de datos que fueron registrada de las personas fueron presentadas
,con la finalidad de brindar informacién adicional a tener en cuenta en estas
investigaciones.
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8000 7 — M5
7500 M2

PL Intensidad (UA)
N
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o
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480 520 560 600 640 680
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T I
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Figura 4.15: Espectros medidos en piel triguena con persona que fuma con
posible diabetes(negro), persona con diabetes(rojo) y persona que no fuma
(azul)
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4.7. Analisis de suero de sangre

Esta investigacion fue complementada con medidas de fluorescencia de
suero de sangre en personas sanas y personas que presentan fallo renal, con
esto se determino el comportamiento que sufren los espectros de fluorescencia
en personas con fallo renal y personas sanas , utilizando el mismo montaje
experimental para medir la fluorescencia en piel se procedié a medir el de
las muestras de suero. Fueron proporcionadas 10 muestras de sueros con
fallo renal y diez muestras de suero de personas sanas. En la figura 4.16
se presentan el comportamiento de la fluorescencia en suero de sangre de
personas sanas,e todos presentan un igual comportamiento, en la figura 4.17,
se presentan los espectros de fluorescencia en suero de sangre de personas
que presentan problemas renales

Espectro de emsion de suero de sangre personas sanas

5000
—1-s
2-S
4000 34
4 s
< 3000 - 55
= — 6-8
E -~ 7-s
@ 2000+ -~ 8s
g — 9-s
= ne 10-s
1000 - i _'.Wj}‘-@j

L T T —
400 450 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm)

Figura 4.16: Fluorescencia de suero de sangre de personas sanas (excitacién
= 365nm)
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Espectro de emisién de suero de sangre con fallo renal

5000 -
— 401
— 406
4000 - 411
413
— 414
— 415
< 3000 - 416
o 417
% — 421
2 2000- 422
=
1000 .
i "|I r.'d'i' .‘I‘:l-‘.-'

1 T T T T T T T T T T S
400 450 500 550 600 650 700
longitud de onda (nm)

Figura 4.17: Fluorescencia de suero de sangre de personas que presentan
problemas renales (excitacién = 365nm)

Se puede determinar después de observar el comportamiento de fluores-
cencia de suero de personas sanas y personas que presentan problemas rena-
les, es que estos ultimos presenta mayor intensidad ,en cuanto al espectro de
fluorescencia , esto es mas evidente si unimos ambos espectros en una misma
imagen ( Véase figura 4.18). La forma de los espectros de personas sanas y
personas que sufren fallo renal presentan igual comportamiento puede obser-
var como es el comportamiento de los espectros de fluorescencia de suero de
sangren en personas sanas y personas que presenta cancer
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Fallo renal
Personas sanas

Intensidad

B T T T T T T
400 450 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm)

Figura 4.18: Comparacion espectros de florescencia de suero de sangre de
personas con fallos renal y personas sanas

Figure 5.3 the typical fluorescence emission spectra of healthy,
early and advanced stage at A,, = 450 nm for blood plasma.

0 FN

L/
M\ e
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wavelength nm
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[1] M. A. Al-thunayan, (n.d.).

Figura 4.19: Fluorescencia de suero de sangre en en personas que presentan
etapa cercana de cancer ,etapa avanzada de cdncer, personas sanas [27]
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Figura 4.20: Comparacion de espectros de fluorescencia obtenidos con otros
autores espectros en color negro IRCCS Istituto Nazionale Tumori,Milan
Italia[28]. En azul espectro medido por nuestro montaje experimental

Con los espectros anteriormente mostrados de diferentes autores hemos
demostrado que nuestros espectros de fluorescencia de sangre se comportan
de forma muy similar,presentando similar forma y bandas atribuibles. Esto
hace fiable que nuestros medidas obtenidas puedan ser reproducibles. Las
significativas variaciones en cuanto a intensidad de espectros de fluorescencia
en suero de sangre en personas que presentan fallo renal y personas sanas ,
nos presenta una idea mas clara que las personas que presentan fallo renal
tienden a presentar espectros de fluorescencia con mayor intensidad, es im-
portante aclarar que la variacién que se presenta el espectro(color negro) de
la figura 4.20, alrededor de 600nm a 650nm, es debido a que la excitaciéon con
la cual fueron tomadas estas medidas fueron con un maximo de excitacion
de 450nm . Mientras que la de excitacién para nuestro estudio fue de 365nm.
La variacion relacionada al area bajo las curva de los espectros de fluores-
cencia de personas que presentan fallo renal y personas sanas presentan una
diferencia significativa esta puede ser vista los anexos figura 6.7
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Conclusiones y
recomendaciones

5.1. Conclusiones

El avance de los métodos no invasivos en medicina, para la deteccion de
enfermedades, es una herramienta que con el tiempo tendra un gran desa-
rrollo en esté campo, por la facilidad que estos pueden presentar para sus
usuarios, en el momento de realizar un diagnodstico, como fue evidenciado en
esta investigacion.

En este trabajo se ha logrado contribuir de manera especifica a la determi-
nacién de compuestos de glicacién avanzada en estos sentidos:

» Brindar una propuesta alternativa para la toma de la medida de fluo-
rescencia en tejido humano, los espectros de fluorescencia en tejido
humano fueron obtenidos de la palma, el brazo y el dedo, brindo mayor
intensidad los espectros obtenidos del dedo véase figura 4.2. Es im-
portante mencionar que investigaciones de este tipo, realizadas en Los
Paises Bajos y en Bulgaria utilizaron para las medidas, la parte del
ante brazo y la parte de la palma de la mano.

= Obtuvimos espectros de fluorescencia medidos en personas salvado-
renas, que hasta el momento no habian sido reportadas.

= En esta investigacién observamos un pequeno cambio de intensidad de
fluorescencia relacionada con personas que presentan posibles padeci-
mientos de diabetes y personas que tienen el habito de fumar.
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= En los resultados al realizar una deconvolucién gaussiana, podemos to-

mar el maximo a 440nm, atribuido al maximo de emisién de la banda
del coldgeno vinculado, un marcador para la acumulacién de compues-
tos de glicacion avanzada.

Se logré evidenciar el cambio de la fluorescencia de tejido humano,
en persona con fallo renal y personas sanas (Véase figura 4.10). Para
personas con fallo renal estos resultados brindan mayor intensidad de
fluorescencia con respecto a las personas sanas.

En lo relacionado con los espectros de fluorescencia en suero de sangre,

estos brindan la siguiente informacion:

5.2.

= Las muestras de suero de fallo renal presentan mayor emisién, que los

espectros de personas sanas.

Las muestras de fallo renal presentan una maximo de fluorescencia en
590nm, las muestras de suero de personas sanas presentan un maximo
a 520nm (Véase en anexo figura 6.6).

Las bandas mas predominantes en la fluorescencia de fallo de estan en
440nm, 490nm y 520nm.

Recomendaciones

Para futuras investigaciones es importante realizar mediciones con una
mayor muestra y de manera mas sistematizada.

Es importante para estos estudios la vinculacién con profesionales de
salud comprometidos con la investigacién cientifica, esto conlleva, a
realizar una estudio méas detallado.

En lo concerniente al experimento es importante la adquisicion de mas
lamparas o fuentes de excitacién como laseres, ya que esto brindaria
mas informacién para validar y para caracterizar el comportamiento de
la fluorescencia de la piel de personas de nuestra region.

La importancia de realizar medidas con filtros de interferencia, con el
fin de excitar con longitudes de ondas especificas o bandas de excita-
cién mas estrechas lograra obtener una mejor senal de emision y poder
detectar especificamente la senal de emision.
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= Establecer una medida de la diferencia que puede ocasionar el fototipo
de piel, la edad y el genero, ayudara a establecer un marcador mas
preciso para la determinacién de compuestos de glicacién avanzada.

= Realizar medidas de fluorescencia en tejido humano en personas que
presentan problemas relacionados con la acumulacién de compuestos
de glicacién avanzada.
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Capitulo 6

Anexos

Con la finalidad de realizar una mejor de nuestras medidas obtenidas
presentamos los espectros obtenidos en nuestra y los datos obtenidos en otras
investigaciones después de haber sido extraidos con un programa el cual nos
permitio extraer los datos de las imagenes de los espectros.

Brazo (E.Borisova)

Dedo M6
s(mol'l""'l'l'l'l'l
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Figura 6.1: Comparacién de espectros de fluorescencia obtenidos con otros
autores .Espectros en color negro medido por nuestro montaje experimental
en dedo. En rojo medido en palma por E. Borisova [20]
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Figura 6.2: Comparacion de espectros de fluorescencia obtenidos con otros
autores .Espectros en color negro medido por nuestro montaje experimental
en dedo. En rojo medido en brazo por E. Borisova [20]
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Figura 6.3: Espectros de fluorescencia normalizados
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Dedo M6 == Piel ( H. Zeng)
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Figura 6.4: Comparacién de espectros de fluorescencia obtenidos con otros
autores .Espectros en color negro medido por nuestro montaje experimental
en dedo. En rojo medido en piel por H.Zeng [29]
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Figura 6.5: Comparacién de espectros de fluorescencia obtenidos con otros
autores .Espectros en color negro medido por nuestro montaje experimental
en dedo. En rojo medido en brazo por M. Koetsier [7]
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Figura 6.6: Comparacion de espectros de fluorescencia de suero persona sana

y persona con fallo renal
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Figura 6.7: Comportamiento del area bajo la curva de espectros de fluores-
cencia de personas sanas y personas con insuficiencia renal
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