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Introduccion.

Por mas de cincuenta afios la espectroscopia de absorcion y luminiscente ha servido
como herramienta usual e importante para caracterizar diversos procesos fisicos y quimicos
en materiales. Utilizando espectroscopia de absorcion y luminiscente, quimicos, fisicos, y
bidlogos han adquirido muchos de los conocimientos fundamentales a cerca de la estructura
molecular, asi como de mecanismos de transferencia de energia en la materia.

Los quimicos investigan por ejemplo propiedades de absorcion y emision de
moléculas organicas tales como pigmentos para obtener informacion relativa a procesos
radiativos y no radiativos. Los fisicos investigan absorcion y luminiscencia en
semiconductores, en dieléctricos dopados con impurezas como posibles fuentes laser,
sistemas optoelectronicos etc.

Los biologos por otro lado utilizan absorcion y luminiscencia para entender la
dinamica y constituciéon de moléculas organicas complejas. La mayoria de los sistemas
moleculares investigados estan constituidos por proteinas, nucleétidos y lipidos, con
cromoforos fluorescentes o no fluorescentes. Sabemos que tales sistemas presentan
luminiscencia principalmente en la region ultravioleta y visible del espectro
electromagnético.

Las técnicas de espectroscopia dptica tales como absorcion atdmica y espectroscopia
de emision son rutinariamente usadas para el analisis de elementos presentes en los fluidos
del cuerpo. Elementos de interés pueden ser iones alcalinos o metales pesados (en
toxicologia).

La cromatografia de liquidos y la electroforesis, en donde especies moleculares
diferentes emigran a diferente velocidad en capilares, son importantes métodos para el
analisis molecular. La sensibilidad de éstas técnicas ha sido recientemente aumentada
empleando fluorescencia inducida por laser, para la deteccion de diferentes componentes
moleculares que surgen de la separacion en columnas a través del analisis de la distribucion
espectral de la luz de fluorescencia emitida.

Otros técnicas de anlisis medico utilizando fluorescencia inducida por laser incluyen
inmunoensayo y secuenciacion de ADN utilizando marcadores fluorescentes. Estos
marcadores también son utilizados en citometria y clasificacion celular automatica.

La espectroscopia con laseres esta encontrando muchas aplicaciones en medicina y
biologia. Los laseres se han estado usando para la generacion de calor, cuando interactuan
con el tejido. Sin embargo los aspectos espectroscopicos juegan un papel dominante en las
nuevas aplicaciones. Es decir, mientras los aspectos espectroscopicos en términos de las
propiedades de absorcion son importantes en el tratamiento fototérmico, éstos ademas son
muy importantes en los campos de la terapia fotoquimica y en el diagnostico de tejido
usando la técnica de fluorescencia inducida por laser.

La espectroscopia de fluorescencia es una técnica usada cn medicina, ya que puede
proporcionar informacion util respecto a la concentracion y a las propiedades fisico-quimicas
de algin sustrato bioldgico, lo cual podria servir eventualmente como técnica de
diagnostico.



La emision luminiscente producida por tejido irradiado con luz laser ultravioleta
puede ser usada para localizar tumores, a través de la fluorescencia natural del tejido
(autofluorescencia) o empleando marcadores tipo HpD (derivados hematoporfirinicos). Ya
se han reportado una gran cantidad de trabajos en animales y aplicaciones clinicas en
humanos.

Un ejemplo muy ilustrativo es el uso de espectroscopia de fluorescencia para
identificar plaquetas ateroscleréticas en arterias de humano. El analisis espectroscopico del
plasma inducido por laser, obtenido cuando un haz laser normalmente pulsado interactua
con tejido, es muy util cuando se remueven plaquetas (ateromas), asi como para fragmentar
calculos en rifién y vesicula.

La motivacion para realizar éste trabajo surgio de la posibilidad de usar el sistema de
espectroscopia de fluorescencia laser como herramienta en el diagndstico de algunos
padecimientos. Sin embargo en el area de ingenieria biomédica no teniamos experiencia en
espectroscopia Optica, ademas de no tener el sistema de espectroscopia de fluorescencia
laser.

Por lo que el objetivo de éste trabajo consistio en armar un sistema de espectroscopia
laser confiable, su caracterizacion y su empleo para obtener el espectro de autofluorescencia
(espectroscopia de autofluorescencia inducida por luz laser, en inglés LIAFS) de leucocitos
mononucleares de humano. Para eventualmente abordar el problema de emplear éste sistema
como otra herramienta alterna de diagnéstico en algunos padecimientos (en un proyecto que
involucre la captacion de pacientes en algin hospital).

El primer capitulo de éste trabajo intenta describir las propiedades espectroscépicas
fluorescentes de moléculas organicas, asi como los procesos que ocurren cuando interactua
la radiacion electromagnética con la materia y el concepto de radiacion laser.

En el segundo capitulo tratamos de explicar brevemente el concepto de vida a nivel
celular, para llegar a los procesos metabolicos intracelulares en donde intervienen los
dinucleotidos (fluoroforos) tratados en éste trabajo. Ademas mencionamos las caracteristicas
espectroscopicas principales de éstos dinucleotidos.

En el siguiente capitulo mencionamos la interaccion radiacion-materia viva, en
especial tejido vivo, asi como las principales moléculas fluorescentes que existen en tejido
vivo y las células con las que nosotros trabajamos.

El capitulo cuatro describe el arreglo experimental armado para la obtencidon de
espectros de fluorescencia. También el método para la obtencion de las muestras
(leucocitos), conteo y viabilidad celular.

En el capitulo cinco se presentan todos los resultados experimentales obtenidos, en
moléculas en solucion acuosa, en células de rata y en células de humano. Asi como la
discusion de los resultados.

Finalmente en el ltimo capitulo presentamos las conclusiones de manera global, y
las perspectivas directas para el empleo de éste sistema como herramienta alterna de
diagnostico.



Capitulo 1 Espectroscopia de fluorescencia laser.

1.1 Introduccion.

La espectroscopia Optica es una extensa rama de las ciencias fisicas, que se ocupa del
estudio de los espectros. Este estudio es muy amplio y comprende desde los diversos
métodos para la obtencion de espectros, su medida y aplicaciones, hasta su interpretacion
teorica mas profunda en relacion con la estructura atomica-molecular de la materia.

Desde el punto de vista de la interaccion de la radiacion electromagnética con la
materia, un espectro puede definirse [1] como una representacion grafica de la distribucion
de intensidad de la radiacion electromagnética, emitida o absorbida por una muestra de
substancia, en funcion de la longitud de onda (o frecuencia) de dicha radiacion.

Los primeros intentos para la interpretacion teorica de los espectros de absorcion y
de emision, en relacion con la estructura atomica y molecular, se hicieron utilizando las leyes
de Newton de la mecanica clasica. Sin embargo pronto se vio que estas leyes eran
inadecuadas para estudiar el comportamiento de sistemas microscopicos como son los
atomos o moléculas.

Hacia el final del siglo X1IX se habian acumulado bastantes datos experimentales, que
eran incompatibles con la idea, generalmente aceptada hasta entonces, de la continuidad de
la energia. La espectroscopia de gases habia sido estudiada, primero con espectroscopios de
prismas y después con espectrografos con rejilla de difraccion. Atomos en estado gaseoso
excitados con descargas eléctricas emitian espectros consistentes en muchas lineas a
frecuencias definidas, en contraste con el espectro continuo emitido por fuentes tipo “cuerpo
negro” o por solidos a alta temperatura. Los trabajos de Balmer (1885) y Rydberg (1890) a
cerca del hidrogeno y metales alcalinos mostraban espectros de lineas que no concordaban
con la continuidad de la energia. En 1900, Max Planck, para explicar la distribucion
espectral de la radiacion emitida por el llamado cuerpo negro, tuvo que lanzar la idea
revolucionaria de que la emision de energia radiante solo podia hacerse de manera
discontinua, en forma de una especie de granos de energia, que llamo cuantos de energia. La
energia E, de estos cuantos solo dependia de la frecuencia de la radiacion v, en la forma:

E = hv = he/A

siendo h una constante universal, conocida desde entonces con el nombre de constante de
Planck, A la longitud de onda y c la velocidad de al luz. La hipotesis de Planck fue utilizada
y ampliada por Einstein en 1905 para explicar el efecto fotoeléctrico, y mas tarde (1913) por
Bohr, a través de sus postulados, para interpretar el espectro atomico del hidrogeno,
habiendo sido después ampliamente confirmada por la experiencia, principalmente de tipo
espectroscopico.

Experimentos importantes fueron realizados por Frank y Hertz (1914) sobre el
potencial critico de los 4tomos. Estos experimentos proporcionaron una medida, aunque sin
embargo imprecisa, directa de los niveles de energia y potenciales de ionizacion de los
atomos.

Einstein deriva las probabilidades de transicion (1917) y muchos de los resultados de
la teoria moderna de la radiacion fueron obtenidos.



En el periodo entre 1926 y 1939 el desarrollo en el entendimiento de los procesos
radiativos fue paralelo al desarrollo de la teoria de la estructura de dtomos y moléculas.

Mas recientemente la invencion del maser (1959) y del laser (1960) a frecuencias
opticas a transformado el campo de la optica y el de la espectroscopia en forma importante.
En fisica atoémica y molecular las aplicaciones de la radiacion laser fueron inicialmente menos
rapidas, sin embargo, siguiendo con el desarrollo de laseres de pigmento sintonizable en
1970, el interés en éste campo de investigacion ha experimentado un crecimiento explosivo.

1.2 Espectroscopia.

Un espectro depende en principio de la separacion entre los niveles de energia.
Ahora bien, un sistema molecular puede tener diferentes tipos de energia, por ejemplo,
energia de rotacion, asociada al movimiento de giro o rotacion de las moléculas; energia de
vibracion, debida a las oscilaciones periddicas o vibraciones de los atomos alrededor de sus
posiciones de equilibrio; energia electronica, que depende de las posiciones medias de los
electrones respecto de los nicleos; energia nuclear, asociada con la disposicion de las
particulas componentes de los nicleos atomicos; energia de orientacion de los spines
electronicos y nucleares respecto a un campo magnético etc.

Afortunadamente, los distintos tipos de energia de los sistemas atomicos o
moleculares son de orden de magnitud bastante diferente, por lo que las transiciones entre
los correspondientes niveles de energia dan lugar a emision o absorcion de radiacion en
zonas distintas de frecuencia. Por esto, se puede distinguir distintos tipos de espectros,
segun los niveles de energia que intervienen y las técnicas experimentales utilizadas para su
observacion.

Los niveles de energia de los nicleos atomicos son los de mayor energia, por lo que
las transiciones entre ellos dan lugar a espectros en la region de mayor frecuencia o de
menor longitud de onda. Son los espectros de rayosy , que proporcionan informacion sobre
la estructura nuclear, y son practicamente independientes del entorno de los nucleos
atomicos.

Los niveles energéticos asociados con los electrones internos de los atomos dan
lugar a los espectros de rayos x, en la region de longitudes de onda de 0.05 a unos 10 nm.
Estos espectros son caracteristicos de cada atomo y practicamente no dependen de los
enlaces quimicos, esto es, de la molécula en que se encuentran los atomos.

Los niveles energéticos de los electrones externos o electrones de valencia de los
atomos, iones atomicos, moléculas o iones moleculares dan lugar a espectros en la region
visible y ultravioleta (de 10 a unos 800 nm) llamados también espectros electronicos. Los
espectros de atomos aislados o iones atomicos son de aspecto muy distinto a los espectros
moleculares. Los espectros atomicos consisten en lineas de emision o absorcion, muy
estrechas, a determinadas frecuencias, por lo que se llaman espectros de lineas, mientras que
los espectros electronicos moleculares, debido a la influencia de los niveles de vibracion y de
rotacion, presentan zonas de emision o absorcion a ciertos intervalos de frecuencia, mas o
menos anchos, por lo que reciben el nombre de espectros de bandas.

La energia de vibracion de los atomos de una molécula es bastante menor que la
energia electronica, por lo que las transiciones entre los niveles moleculares de vibracion dan
lugar a los llamados espectros infrarrojos, por aparecer en la region infrarroja (de 1 um a



unas 100 2 m). Debido a la influencia de los niveles de rotacion, los espectros infrarrojos son
también espectros de banda.

Las transiciones entre los niveles de rotacion de las moléculas, de energia menor que
los de vibracion, originan espectros de lineas mas o menos anchas en la region de
microondas (de 1000 £ m a unos 10 cm) o en el infrarrojo lejano, en el caso de moléculas

muy ligeras.

Por ultimo, en la region de ondas de radio y de microondas, pueden aparecer
espectros, originados por transiciones entre los niveles de muy baja energia debidos a las
orientaciones de los momentos magnéticos de spin nuclear y elecironico, respectivamente en
presencia de un intenso campo magnético exterior. Estos espectros reciben el nombre de
espectros de resonancia magnética nuclear (RMN), y de resonancia magnética electronica,
llamados también de “spin” electronico (RSE).

1.3 Espectroscopia luminiscente molecular.

La luminiscencia se define [2] como la emision de fotones a partir de estados
excitados de moléculas. Hay dos tipos de luminiscencia; fluorescencia y fosforescencia.

La fluorescencia surge debido a transiciones radiativas entre estados singuletes de
una molécula, mientras la fosforescencia es causada por transiciones radiativas entre estados
triplete y singulete.

Las moléculas son considerablemente mas complejas en estructura que los atomos, y
por lo tanto las aplicaciones cuantitativas de la mecanica cuantica a problemas moleculares
han sido menos perfeccionadas.

Sabemos de la mecanica cuantica que para describir una molécula [3], debemos
resolver la ecuacion de Shrodinger correspondiente, es decir, encontrar los valores propios
E; y funciones propias ¥; del operador Hamiltoniano:

HY =E Y

donde H es la suma de los operadores de energia cinética debidos al movimiento de los
electrones T al movimiento de los nucleos T, y de energia potencial V debida a las
interacciones entre electrones, entre nucleos, y entre electrones y nucleos:

H=T.+T,+V

El Hamiltoniano depende de las coordenadas del nucleo X y las coordenadas de un
electron x:

Hx,X) ¥ (x,X) = E¥ (x,X)

Esta ecuacién no toma en cuenta los spines de los electrones y es valida para
particulas con velocidades bajas comparadas con la velocidad de la luz.

Podemos emplear una simplificacion, que es la base de todas las aproximaciones
moleculares, debida al gran valor de la razéon de la masa del nucleo entre la masa del
electron. Esto implica que la energia asociada con el movimiento del nucleo es mucho mas
pequefia que la asociada con el movimiento de los electrones alrededor del nucleo. Entonces



podemos considerar como una buena aproximacion al nucleo fijo durante el calculo del
movimiento del electron. Esta aproximacion es llamada aproximacion adiabatica o de Born-
Oppenheimer. En esta aproximacion las funciones propias ‘¥ (x,X) de una molécula pueden
ser representadas como un producto de las funciones propias electrénica ‘¥ .(x,X) y nuclear
W e(X)

Y (x,X) = W (x,X) V¥ al(X)

La funcion propia electronica W (x,X) es determinada a partir de la ecuacion de
Shrodinger del electron, que describe el movimiento de electrones para una configuracion
fija de los nucleos:

Ho(x,X) W o(x,X) = E(X) WV o(x,X)
El Hamiltoniano esta dado por
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donde V; es el operador de energia potencial para interacciones entre electrones, entre
electrones y nucleos, y entre nucleos [4], m es la masa del electron, y h es la constante de
Planck.

La funcion propia del niucleo ¥, que describe el movimiento nuclear, es una
solucion de la ecuacion de Shrodinger:

Ho(X) W 1e(X) = (Ene — E(X)) ¥ 1e(X)

donde H, esta dado por
)
o 8’ M, ox}?

k

M y X« son la masa y las coordenadas del k-esimo nucleo.

Entonces, como ya dijimos, las funciones propias electronicas se obtienen
resolviendo la ecuacion de Shrodinger para posiciones fijas de los nucleos. Por ejemplo, si se
resuelve ésta ecuacion para separacion grande de los nicleos, de una molécula diatomica,
obtenemos la curva tipica de energia (mostrada en la figura 2).

La energia electronica esta en funcion de la configuracion nuclear, ésta energia es
empleada por la energia potencial que actua sobre el nucleo. Hay que notar que las
funciones propias nucleares no dependen de coordenadas electronicas, pero dependen de los
estados electronicos de la molécula, en la ecuacion de onda nuclear los valores propios estan
dados como E,.~E. segln la aproximacion considerada [4]. Cada estado electronico tiene su
propio conjunto de funciones propias nucleares. La funcion de onda nuclear puede ella
misma expresarse como el producto de funciones propias vibracionales y rotacionales.



La espectroscopia confirma la validez de la aproximacion adiabatica. En el espectro
infrarrojo (IR), medimos transiciones entre diferentes niveles vibracionales del mismo estado
electronico. Este patron del espectro vibracional puede ser descrito por las funciones propias
¥ (X) y valores propios E,.. En las regiones visible y ultravioleta del espectro, medimos
transiciones entre diferentes niveles electronicos, y el espectro resultante contiene
estructuras de diferentes componentes vibracionales de estados electronicos.

La funcion propia de un estado de particulas con spines depende de coordenadas
espaciales y de variables de spin. Bajo acoplamiento débil spin-orbital, la funcion de onda
electronica total puede ser representada como un producto:

Y.=¥ .YV,

donde ¥. es la funcion de onda de coordenada y ¥, es la funcion de onda de spin.
1 .
Sabemos que el spin del electron es s = 5 Particulas con éstos valores de spin obedecen el

llamado principio de exclusion de Pauli, es decir, la funcion de onda total del electron debera
ser antisimétrica con respecto a la recolocacion de cualquier electron apareado. La funcion
de onda del electron W . describe la nube de electrones en una molécula; la densidad

2 Para cada molécula se

electronica en cualquier punto en el espacio es proporcional a l‘l’e

puede mostrar una superficie que contiene la mayor parte de la nube de electrones. Esta
superficie es una imagen adecuada del orbital electronico. Moléculas complejas poseen gran
numero de estos orbitales que son descritos por funciones de onda W ..

Entonces para calcular el espectro electronico, es decir, el diagrama de niveles de
energia de una molécula deberiamos resolver la ecuacion de Shrodinger, encontrar las
funciones propias electronicas W .(x,X) y valores propios E.(X) del operador energia. El
conjunto de valores propios del operador energia corresponde a una sucesion de posibles
niveles de energia en la molécula. A partir de esto, se pueden conocer ias reglas de seleccion
e intensidades de transicion. El conocimiento de la funcion de onda W permite obtener el
valor propio E:

[ By
E -
IRRZE

El calculo de la funcién de onda y los valores propios, de energia electronica, para

moléculas multidtomicas es muy complicado. Los céalculos son obtenidos para moléculas
diatomicas simples.

1.3.1 Niveles de energia.

Una transicion electronica en una molécula inducida por la absorcion de un foton,
puede ser representada por un esquema de niveles de energia. Estos esquemas usualmente
muestran energias de los niveles vibracionales mas bajos del estado base.
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Figura 1. Esquema general de niveles de energia de una molécula orgdnica.

La figura 1 muestra un esquema general de los niveles de energia mas bajos de una
molécula orgéanica. En la parte izquierda de la figura se muestra un conjunto de estados
singuletes, Sy, es decir, los estados con spin total cero. En la parte derecha de la figura se
muestra el esquema de estados tripletes Ty, es decir estados para los cuales el spin total de la
molécula es igual a uno.

Los estados tripletes Ty poseen la misma configuracion que los correspondientes
estados singuletes Sy. Estos estados difieren por la orientacion relativa de los spines de dos
electrones en el orbital externo. De acuerdo con la regla de Hund, la energia del nivel
triplete es siempre inferior a la correspondiente del singulete. Las lineas mas bajas (negras)
de cada estado Si o T en la figura denotan niveles electronicos.

Realmente éstas lineas corresponden a hipersuperficies de energia potencial en un
espacio multidimensional. Cada hipersuperficie puede intersectarse con cualquier otra
hipersuperficie. La energia en un conjunto de estados se incrementa con el nimero de
estados, So, S1, Sz, .. .S;, . . ..

1.3.2 Conversién interna y relajacion vibracional.

La absorcion de un cuanto de luz, dependiendo de la energia, transforma una
molécula de su estado base S, a alguno de los niveles vibracionales de estados excitados S,
Sz, S3, etc.

Sabemos empiricamente (regla de Kasha) que en un medio condensado la energia de
excitacion del estado S, o cualquier otro estado de mayor energia, se disipa rapidamente
debido a colisiones inelasticas alcanzando la molécula, no radiativamente, el nivel cero
vibracional del estado S;. Transiciones no radiativas entre estados electronicos de igual
multiplicidad de spin son llamadas conversion interna. En el proceso de conversion interna la
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energia es transferida desde un punto en la hipersuperficie de energia potencial de un estado
(por ejemplo S,) a la hipersuperficie de energia potencial S;. Después de esto, el exceso de
energia vibracional que posee el estado quasidegenerado S,, se disipa a través de una
relajacion vibracional y el sistema alcanza un estado en equilibrio S, de la molécula (ver fig.
1). En éste proceso la energia de excitacion es transferida al medio externo. Puede también
ocurrir una transicion no radiativa S; — S,. Las constantes de razon de los procesos de
conversion interna y relajacion vibracional exceden 10" s

1.3.3 Fluerescencia.

La fluorescencia se genera a partir de transiciones radiativas en una molécula entre
niveles de la misma multiplicidad. La emision ocurre como resultado de la transicion de la
molécula desde S; al estado Sy (ver fig.1).

A continuacion se describen las principales propiedades de la fluorescencia
molecular:

1. Debido al proceso de conversion interna y de acuerdo con la regla de Kasha la posicion
del espectro de fluorescencia no depende de la longitud de onda de excitacion.

2. El espectro de fluorescencia se desplaza en direccion de longitud de onda mayor con
respecto a la banda de absorcion Sy — S; (regla de Stokes) y es aproximadamente la
imagen especular de ésta banda.

3. El niimero de fotones emitidos por unidad de tiempo es proporcional al nimero de
fotones absorbidos por unidad de tiempo y a la eficiencia cuantica q:

Ir=Io(1-10")q
donde Iy es laintensidad de la luz incidente, D es la absorbancia de la solucion, es
decir, el producto del coeficiente de extincion de la moléculag, la concentracion de la
molécula c, y la longitud de la trayectoria 6ptica / (D =¢ c /), q es la eficiencia cuantica
de fluorescencia, definida como la razon del namero de cuantos emitidos desde un
estado excitado entre el nimero de cuantos absorbidos durante la transicion al estado
excitado por unidad de tiempo. Si la concentracion c es baja, entonces:

I;=2303¢ cllyq

1.3.4 Cruzamiento entre sistemas.

Transiciones no radiativas entre estados electronicos de diferente multiplicidad son
llamadas cruzamiento entre sistemas. Por ejemplo es posible tener S, - T,y T — So. El
proceso de cruzamiento entre sistemas requiere cambios de spin, ya que éste proceso
conecta estados de diferente multiplicidad. Cualquier transicion radiativa o no radiativa entre
estados de diferente muitiplicidad es prohibida. Esta prohibicion es parcialmente eliminada
por una interaccion entre dipolos magnéticos, como resultado de movimientos de spin y de
orbital del electron. Tal interaccion es llamada interaccion spin-orbital.

1.3.5 Principio de Frank- Condon.

El principio de Frank-Condon se formula como sigue; Las transiciones electronicas
son rapidas (10"'°s) en comparacion con los movimientos vibracionales del niicleo (10%),
durante las transiciones electronicas el niicleo no puede cambiar su velocidad ni su posicion.



El principio refleja el hecho de la imposibilidad de una conversion rapida de energia
electronica en energia vibracional nuclear. Las consecuencias de éste principio son
mostradas considerando las curvas de energia potencial. Para una descripcion de una
molécula multiatomica, se debe conocer un conjunto de superficies multidimensionales de
energia. Es mas simple considerar la curva de energia potencial para una molécula
diatomica, se pueden extraer conclusiones a partir de esta consideracion, que se usan para
generalizarlas a moléculas multiatomicas.

La figura 2 muestra las curvas de potencial para los estados base y excitado de una
molécula diatomica. La solucion de la mecanica cuantica del problema de osciladores
armonicos y no arménicos proporciona un resultado importante, no todas las energias son
permitidas para la vibracion de la molécula. Por ejemplo, para las vibraciones armonicas,
solo las energias descritas por la ecuacion

1
E v (v 2)

(v es el nimero cuantico vibracional, que puede ser 0,12,...; v es la frecuencia de las
vibraciones del oscilador armonico, y h es la constante de Planck) son permitidas.
Claramente vemos a partir de esta ecuacion que la energia del estado vibracional mas bajo

hv
(v=0) no es igual a cero, es ER En moléculas reales las vibraciones no son armonicas y sus

curvas de energia potencial tienen la apariencia de la fig. 2. Las lineas horizontales sobre
estas curvas muestran los niveles vibracionales permitidos de la molécula

Energia

Xy

Figura 2 Curvas de cnergia para una molécula diatomica, XY

Si una molécula absorbe luz estando en el nivel vibracional mas bajo de su estado
electronico base, de acuerdo con el principio de Frank-Condon, las distancias y velocidades



entre nucleos no cambian durante la transicion electronica, es decir, la absorcion es
permitida solo a niveles vibracionales en la region limitada por las lineas a trazos en la fig. 2.
Transiciones verticales intersectan la curva potencial superior en un punto de ésta region,
donde el nicleo esta “quieto” (para periodos cortos de tiempo). Transiciones a otros niveles
vibracionales también son posibles si durante la absorcion, las posiciones de los nucleos o
sus velocidades no cambian. Entonces por medio del principio de Frank-Condon se puede
predecir probabilidades de transicion entre diferentes niveles. Las transiciones mas probables
son aquellas que no requieren cambios de las distancias internucleares ni de las velocidades
del nucleo.

Las transiciones radiativas ocurren, en forma vertical (desplazamiento hacia mayores
Jongitudes de onda) desde el nivel cero vibracional del estado excitado mas bajo.

1.3.6 Tiempo de vida de la fluorescencia.

El tiempo de vida de la fluorescencia de una sustancia, usualmente representa la
cantidad promedio de tiempo en que la molécula permanece en el estado excitado, antes de
que retorne al estado base.

Consideremos la excitacion de una molécula fluorescente con un pulso de luz
(infinitamente corto), resultando en una poblacion inicial (S;o) de la molécula en el estado
excitado. La razén de decaimiento de la poblacion inicialmente en el estado excitado es

- EI%?(QJ =y +&)S, (0]

donde Si(t) es el nimero de moléculas en el estado excitado al tiempo t después de la
excitacion, v es la constante de razon de decaimiento radiativo, y k es la constante de razon
de decaimiento no radiativo (incluye conversion interna, cruzamiento entre sistemas,
reacciones quimicas, y otros). Si tenemos que S(t)=S;, a t=0, integrando la ecuacion
anterior

S, ()=, exp[-1/7]

donde t=(y+k)" es el tiempo de vida del estado excitado. Entonces, se considera que la
intensidad de fluorescencia F(t), la cual es proporcional a la poblacion del estado excitado
(F(t)=y Si(t)), decae exponencialmente. El tiempo de vida de la fluorescencia es
generalmente igualado con el tiempo requerido para que la intensidad de decaimiento sea 1/e
del valor inicial, para lo cual t=(y+k)".

1.3.7 Eficiencia cuintica de la fluorescencia.

La figura 3 muestra un esquema simplificado de niveles electronicos en una
molécula. Sin embargo se ilustran los procesos responsables del retorno al estado base. Una
vez mas y es la constante de razon de decaimiento radiativo, y k es la de decaimiento no
radiativo, hv, es la energia de absorcion y hvr es la energia de fluorescencia.
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Figura 3. Esquema simplificado de nivcles de energia de una molécula.

La eficiencia cuantica es la razon del nimero de fotones emitidos entre el nimero de
fotones absorbidos. La fraccion de moléculas fluorescentes que decaen a través de procesos
radiativos (y entonces la eficiencia cuantica), esta dada por:

q=y/ytk

El tiempo de vida de la molécula fluorescente en ausencia de procesos no radiativos
es llamado el tiempo de vida intrinseco, y esta dado por

To=1/y
Esto permite obtener una relacion entre la eficiencia cuantica y el tiempo de vida

qQ=1/T,

1.3.8 Espectroscopia laser.

Los laseres han recibido gran reconocimiento hoy en dia en varios campos de la
ciencia y la tecnologia. En algunos campos (medicina, procesamiento de materiales,
separacion de is6topos, etc.) la aplicacion de luz laser a proporcionado sucesos inesperados.
En otros campos relacionados por mucho tiempo con luz (espectroscopia, fotoquimica,
metrologia, etc.) el uso de laseres fue muy promisorio desde sus inicios. Pero tardo una
década realizar experimentos exitosos aun en las mas obvias aplicaciones de laseres, en
espectroscopia, debido a que los primeros laseres pulsados y de emision continua operaban a
un numero limitado de frecuencias discretas en el rango visible y cercano infrarrojo. Al
mismo tiempo, muchos de los métodos de espectroscopia atomica y molecular requerian que
la frecuencia de la radiacion laser coincidiera con la frecuencia de una transicion cuéntica
definida entre dos niveles de energia de un atomo o molécula a estudiar. Hacia finales de la
década de los afios sesenta varios métodos de generacion de luz coherente con frecuencia
sintonizable comenzaron a desarrollarse rapidamente. Entonces éste fue el periodo en que
los métodos de espectroscopia laser comenzaron a progresar.
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La influencia revolucionaria de los laseres sobre la espectroscopia optica esta basada
en una combinacion de caracteristicas Unicas de la fuente de radiacion laser.

1.3.9 Ellaser.

Cuando una onda electromagnética interactiia con la materia pueden ocurrir tres
procesos fundamentales [5] llamados emision espontanea, emision estimulada y absorcion.

Consideremos dos niveles 1 y 2, de cierto material dado, con energias E; y E;
(Ei<E3). Podriamos considerar mas de dos niveles, inclusive un conjunto infinito de niveles,
pero por simplicidad consideramos solo dos, asociados al material. Consideremos al nivel 1
como el nivel base, asumamos que el 4tomo o molécula del material esta inicialmente en el
nivel 2. Ya que E;>E,, el atomo tiende a decaer al nivel 1. La diferencia de energia
correspondiente (E,-E;) sera liberada por el atomo. Cuando esta energia es liberada en
forma de una onda electromagnética, el proceso se llama emision espontanea. La frecuencia
v de la onda radiada esta dada por la expresion

_ (Ez — El) (1)
~h

Hay que notar que la emision radiativa es solo una forma posible de que el atomo (o
molécula) decaiga. El decaimiento también puede ocurrir en una forma no radiativa (por
ejemplo en energia cinética cedida a las moléculas vecinas).

La probabilidad de emision espontanea puede caracterizarse en la siguiente forma:
suponga que al tiempo t, hay N, atomos (por unidad de volumen) en el nivel 2. La razon de

- . . . (dN
decaimiento de éstos atomos debido a emision espontianea, es decir, (—df—) es
esp
obviamente proporcional a N,. Se puede escribir
(sz) =-AN 2
dt - 2 ( )

esp

El coeficiente A es llamado el coeficiente A de Einstein o probabilidad de emision
espontanea (la expresion para A fue obtenida por Einstein a partir de consideraciones
termodindmicas). La cantidad 7 .4=1/A es llamada tiempo de vida de la emision espontanea.
El valor numérico de A depende de la transicion particular involucrada.

Supongamos una vez mas que el atomo (o molécula) se encuentra inicialmente en el
nivel 2 y que una onda electromagnética de frecuencia v dada por la ecuacion (1) incide
sobre el atomo. Ya que esta onda tiene la misma frecuencia que la frecuencia atémica (v
dada por la diferencia de los niveles 2 y 1), hay una probabilidad finita de que esta onda
fuerce al 4&tomo a decaer en la transicion 2> 1. En este caso la diferencia de energia E,-E,
es liberada en forma de una onda electromagnética la cual se suma a la onda incidente. Este
es el fenomeno de emision estimulada. En el caso de emision espontanea, un 4tomo emite
una onda electromagnética que no esta en fase definida en relacion con la onda
electromagnética emitida por otro atomo. Mas aun, la onda electromagnética puede ser
emitida en cualquier direccion. En el caso de emision estimulada, ya que el proceso es
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forzado por la onda electromagnética incidente, la emision de cualquier atomo esta en fase a
la onda incidente. Esta onda también determina la direccion de la onda emitida.
En este caso el proceso se caracteriza por medio de la ecuacion

est

donde (th) es la razon a la cual la transicion 2 — 1 ocurre como resultado de la emision

estimulada y W5, es llamada probabilidad de transicion estimulada. También como en el caso
del coeficiente A, el coeficiente Wy, tiene dimensiones de inverso de tiempo. Sin embargo, a
diferencia de A, el coeficiente W5, no solo depende de la transicion particular sino también
de la intensidad de la onda incidente. Para una onda electromagnética plana, podemos
escribir

est

Wy =oul” “4)

donde F es el fluyjo de fotones de la onda incidente y o, es una cantidad que tiene
dimensiones de area (llamada seccion transversal de emision estimulada) y depende solo de
las caracteristicas de la transicion dada.

Asumamos ahora que el &tomo esta inicialmente en el nivel 1. Si este es el nivel base,
el atomo debera permanecer en este nivel a menos que algun estimulo externo sea aplicado.
Supongamos que una onda electromagnética de frecuencia v dada, otra vez, por la ecuacion
(1) incide sobre el material. En este caso hay una probabilidad finita de que el atomo se

_excite al nivel 2. La diferencia de energia E,-E; requerida para que el atomo sufra la
transicion se obtiene de la onda electromagnética incidente. Este es el proceso de absorcion.

En forma similar a la ecuacion (3), se define la razon de absorcién con W,, por
medio de la ecuacion

donde N, es el nimero de atomos en el nivel 1 (por unidad de volumen), a un tiempo dado.
También como en la ecuacion (4), se puede escribir

W, =0, (6)

donde o, es la seccion transversal de absorcion, que depende solo de la transicion.

Hay que notar que, como demostré Einstein al comienzo del siglo [6] que las
probabilidades de emision estimulada y absorcion son iguales. Entonces se puede escribir
0,, =0,, =0 y « es conocida como la seccion transversal de la transicion.

El nimero de atomos por unidad de volumen en algun nivel dado es llamado la
poblacion del nivel.
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Considere dos niveles de energia arbitrarios 1 y 2 de un material dado y sean N; y N,
sus poblaciones respectivas. Si una onda electromagnética con una intensidad dada
correspondiente con un flujo de fotones F viaja a lo largo de la direccion z en éste material,
el cambio elemental de éste flujo debido a los procesos de absorcion y emision estimulada,
de acuerdo con las ecuaciones (3)-(6) esta dado por

@ oF (N, - ) 7)
dz

esta ecuacion muestra que el medio se comporta como un amplificador (es decir
dF/dz>0) si N,>N,, mientras que se comporta como un absorbedor si No<N;.
Por otro lado sabemos que en el caso de equilibrio térmico, la energia de los niveles

poblados se describe por la estadistica de Boltzmann. Entonces, si N7 y N; son las
poblaciones en equilibrio térmico de los niveles, tenemos que

N;,_ex _(Ez_El)
Ne T OPUT

donde k es la constante de Boltzmann y T es la temperatura absoluta del material.
Entonces, para el caso de equilibrio térmico, tenemos que N,<Nj. De acuerdo a la ecuacion
anterior el material actia como un absorbedor a frecuencia, esto es lo que ocurre en
condiciones normales. Sin embargo en condiciones de no-equilibrio, en donde N,>Nj, el
material actia como un amplificador. En este caso se dice que existe una inversion de
poblacion en el material, en este caso la diferencia de poblacion (N,-N;>0) es contraria en
signo a la que existe bajo condiciones ordinarias. Un material con inversion de poblacion se
le llama medio activo.

Si la frecuencia de transicion v=(E-E()/h cae en la region de microondas, al
amplificador se le llama maser, la palabra maser es el acronimo de “microwave amplification
by stimulated emission of radiation”. Si la frecuencia v de transicion cae en la region optica,
el amplificador es llamado laser, la palabra laser es también un acronimo, obtenido de
sustituir la letra I (light) por la letra m (microwave) en la palabra méser. La palabra laser, sin
embargo, es comunmente usada no solo para frecuencias de la luz visible sino también para
cualquier frecuencia que este en las regiones: cercano o lejano infrarrojo, en el ultravioleta, y
aun en la region de los rayos X.

Para hacer un oscilador a partir de un amplificador, es necesario generar una
retroalimentacion positiva. En el caso de un laser, la retroalimentacion se obtiene colocando
el medio activo entre dos espejos altamente reflejantes (cavidad optica). En éste caso, una
onda electromagnética plana viajando en la direccion ortogonal a los espejos, incide en uno
de los espejos y regresa hacia el otro, vuelve a regresar a través del medio activo. Si uno de
los dos espejos es parcialmente transparente, un haz podra salir de la cavidad.

El proceso por el cual los atomos son excitados del nivel 1 a otro nivel cualquiera
superior (para generar la inversion de poblacion) se conoce como bombeo. Hay varias
formas en las cuales puede ser realizado éste proceso por ejemplo: bombeo optico (con
lamparas u otro laser), bombeo eléctrico (descargas eléctricas), bombeo quimico etcétera.
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A continuacion examinaremos de forma simple las caracteristicas de la radiacion
laser, que hacen del laser un instrumento valioso y efectivo en la espectroscopia Optica [7].

1. La sintonizabilidad de la longitud de onda permite obtener radiacion en alguna
longitud de onda en el IR, visible y UV. De hecho la radiacion laser puede ser
sintonizada (incluyendo los métodos de conversion no lineal de frecuencia) a
cualquier longitud de onda sobre un amplio rango desde 0.2 a 20 1 m, haciendo

posible estudiar casi cualquier transicion cuantica de 4&tomos y moléculas.

2. La intensidad alta de la radiacion laser permite la realizacion de efectos singulares,
como la interaccion no lineal de la luz con atomos y moléculas. En una interaccion
cuantica resonante la no-linealidad se manifiesta en el efecto de absorcion
saturada, cuando una considerable fraccion de particulas es transferida a un estado
excitado. A intensidades altas, transiciones entre niveles atomicos y moleculares
prohibidas, que no pueden ser observadas a intensidades bajas, pueden ser
probables.

3. La monocromaticidad de la radiacion laser permite primero, medidas espectrales
con casi cualquier requerimiento de resolucion y segundo, excitacion selectiva de
cierta clase de atomos o moléculas en mezclas. Esta dltima consideracion es
particularmente importante para aplicaciones analiticas.

4. La coherencia espacial de la radiacion laser hace posible formar haces de luz
altamente colimados para pruebas espectrales de ciertas regiones o para enfocar la
radiacion sobre areas pequeiias para analisis local.

Estas caracteristicas unicas de la radiacion laser han hecho posible resolver, o han
proporcionado posibilidades de resolucion, a los problemas basicos de la espectroscopia que
son, adecuada resolucion espacial y temporal, sensibilidad y selectividad.

La resolucion de los métodos clasicos de espectroscopia atomica y molecular en fase
gaseosa fue usualmente limitada por la resolucion del espectrometro. Esta limitacion es
particularmente notable en la region IR donde la resolucion de solo algunos espectrometros
llega a alcanzar hasta 0.01 cm™. La resolucién de espectrometros comerciales ordinarios es
solo de 0.1 cm™. Estos parametros numéricos no se pueden comparar con el ancho doppler
de la linea de absorcion rotacional-vibracional de gases moleculares, que son del orden de
10® cm™. Laseres sintonizables con linea estrecha de radiacion por ejemplo laseres IR de
inyeccion y laseres de pigmento en la region visible (en combinacion con conversion no
lineal de frecuencia en el cercano UV y cercano IR), ha permitido la realizacion de alta
resolucion espectral en espectroscopia lineal.

La resolucion temporal en espectroscopia cinética antes de la invencion del laser, fue,
la mejor, alrededor de 10®s debido al uso de lamparas pulsadas e interruptores tipo celdas
Kerr. La creacion de laseres de pulsos ultracortos ha producido un rapido progreso en los
meétodos de espectroscopia laser de resolucion en picosegundos. En afios recientes se ha
producido la generacion de pulsos de subpicosegundos (del orden de 30 fs = 3x10™s).
Laseres de pulsos ultracortos con frecuencia sintonizable permiten excitacion selectiva de
una fraccion considerable de moléculas a un estado cuantico definido y resolucion de
picosegundos de procesos fotofisicos y fotoquimicos con moléculas excitadas. Los métodos
de espectroscopia laser de picosegundos son de gran importancia para el analisis de
particulas de vida corta (radicales, complejos etc.).
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Aunque toda la informacion espectral esta contenida en un atomo o molécula, la
obtencion del espectro es posible solo con un gran nimero de particulas en la muestra
(desde 10" a 10* aproximadamente para diferentes métodos y objetos) debido a que la
sensibilidad de todos los métodos espectrales es muy limitada. El desarrollo de los laseres
sintonizables y su uso en espectroscopia ha incrementado la sensibilidad de todos los
métodos conocidos de espectroscopia. Usando laseres es posible desarrollar algunos
métodos (absorcion intracavidad, fotoionizacion, fotoionizacion multipasos, dispersion
Raman anti-stokes coherente etc.) de espectroscopia ultrasensitiva de atomos y moléculas,
que permitan operar con mucho menor niimero de particulas (desde 1 a 10'®) en la muestra.

En el analisis de una muestra es de importancia fundamental la selectividad, esto es,
la habilidad para detectar la presencia, en soluciones, de una clase definida de atomos o
moléculas. La potencialidad de la espectroscopia Optica, a este respecto, ha sido siempre
limitada. El uso de radiacion laser ha hecho posible, en algunos casos, la simplificacion
(encontrar estructura fina) del espectro optico de moléculas, por ejemplo el espectro de
fluorescencia de moléculas en matriz a baja temperatura, y por lo tanto incrementar la
selectividad del analisis

El espectro de emision de luz a partir de fuentes lejanas ha sido usado para el
estudio de la composicion de la materia. A este respecto, el analisis espectral, es de objetos
que estén radiando, tales como flamas, descargas o estrellas. La luz laser ha permitido que
esta caracteristica Unica de la espectroscopia Optica sea aplicada a objetos que no estén
radiando. Es decir, un haz laser dirigido puede inducir fluorescencia o dispersion en regiones
diversas (lejanas o no lejanas). Entonces es posible analizar la composicion atomica-
molecular de la region irradiada.

La coherencia espacial de la radiacion laser permite que esta sea enfocada en una
area muy pequefia del orden de la longitud de onda de la luz, esto es una fraccion de
micrometro 4 m para el rango entre el visible y UV.

1.4 Fluordéforos L.

Las sustancias que presentan fluorescencia significativa, llamadas fluoroforos,
generalmente poseen electrones deslocalizados formalmente presentes en enlaces dobles
conjugados [8]. Algunas sustancias tipicamente fluorescentes son: la quinina, presente en el
agua tonica. Si se observa un vaso con agua tonica que este expuesto a la luz solar, un color
azul tenue frecuentemente es visible y se hace mas aparente cuando el vaso es observado
perpendicularmente a la direccion de la luz del sol. La quinina presente en el agua tonica, es
excitada por la luz ultravioleta del sol. Cuando la quinina retorna al estado base emite luz
azul con longitud de onda cercana a 450 nm.

El color verde o rojo-naranja visto algunas veces en anticoagulantes es
probablemente debido a pequefias cantidades de fluoresceina o rodamina respectivamente.
Los hidrocarburos aromaticos polinucleares, tales como el antraceno y el perileno, también
son fluorescentes, y pueden ser responsables de la fluorescencia azul vista frecuentemente en
gasolinas.

Una variedad de moléculas biologicas contiene fluoréforos intrinsecos, a
continuacion se menciona un resumen breve de los fluoréforos mejor conocidos:

Proteinas. El triptéfano es el aminoacido mas fluorescente en proteinas. Los residuos
triptofano de las proteinas generalmente son responsables del 90 % aproximadamente del
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total de la fluorescencia de las proteinas. Este fluoroforo natural es altamente sensitivo a la
polaridad de sus alrededores (al medio donde se encuentre). Frecuentemente, corrimientos
espectrales son observados como resultado de diversos fenomenos, tales como union de
ligandos (a la proteina original), asociacion proteina-proteina, desnaturalizacion y otros. Las
proteinas absorben luz cerca de 280 nm, y el rango de emision imaxiiio de fluorescencia esta
entre 320 y 350 nm. Los tiempos de vida de la fluorescencia en los residuos de triptofano
van desde 1 a 6 ns. El triptofano posee dos bandas de absorcion: una con su maximo en 280
nm y la otra con maximo en 218 nm en solucién acuosa a temperatura ambiente. En solucion
acuosa neutra (pH = 7) y temperatura ambiente el triptofano tiene una banda de
fluorescencia con maximo en 353 nm y ancho de 60 nm [2].

La tirosina (aminoacido) es altamente fluorescente en solucion, pero su emision es
generalmente débil cuando se encuentra como residuo en proteinas. En solucion acuosa
neutra la tirosina tiene un maximo de absorcion en 275 nm [2]. En solucion acuosa, pH
neutro y temperatura ambiente la tirosina tiene una banda de fluorescencia con maximo en
304 nm y ancho de 34 nm. Otro residuo aminoacido fluorescente es la fenilalanina.

Acidos nucleicos. Los nucledtidos y acidos nucleicos son generalmente no
fluorescentes. Sin embargo, hay excepciones como en el ARNt™ (acido ribonucleico de
transcripcion) de la levadura, contiene una base fluorescente conocida como Y-base, tiene
un maximo de emision cercano a 470 nm y un tiempo de vida cercano a 6ns.

Cofactores. El dinucledtido de adenina y nicotinamida en su forma reducida NADH
es altamente fluorescente, en solucion acuosa tiene absorcion y emision maxima a 340 y 450
nm respectivamente.

Riboflavinas. La riboflavina (vitamina), el mononucleétido de flavina FMN y el
dinucledtido de adenina y flavina FAD absorben luz en el rango visible (aproximadamente
450 nm) y emiten en alrededor de los 515 nm. Tiempos de vida tipicos del FMN y del FAD
son 4.7 y 2.3 ns respectivamente.

Frecuentemente las propiedades fluorescentes naturales (intrinsecas) de las
macromoléculas son inadecuadas para el disefio de algunos experimento. Entonces existen
fluoroforos externos al sistema bajo investigacion, llamados fluoroforos extrinsecos.
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Capitulo 2. Metabolismo celular.

2.1 Introduccion.

La célula se considera la unidad estructural y funcional de la vida, ya que es la
unidad mas pequeiia de materia viva capaz de realizar todas las actividades inherentes a los
seres vivos, tipo preciso de organizacion, metabolismo, homeostasis, movimiento,
irritabilidad, crecimiento, reproduccion y adaptacion al cambio ambiental [1].

La teoria celular es una de las generalizaciones mas amplias y fundamental de la
biologia. Dicha teoria establece que: 1) todos los seres vivos estan formados por células y
productos celulares; 2) solo se forman nuevas células por division de células preexistentes;
3) existen similitudes fundamentales en los constituyentes quimicos y las actividades
metabdlicas de todas las células, y 4) la actividad de un organismo, como un todo, puede
entenderse como el conjunto de las actividades colectivas e interacciones de sus unidades
celulares independientes.

Las células de las plantas y animales presentan una gran variedad de tamafios,
formas, colores y estructuras internas, pero todas presentan también ciertas caracteristicas
en comun. Casi todas las células contienen un nicleo y otras estructuras internas llamadas
organelos, como: nucléolo, mitocondria, reticulo endoplasmico, ribosoma, microtubulos,
microfilamentos, vacuolas, aparato de Golgi, lisosoma, membrana celular etc. La mayoria de
los organelos subcelulares estan limitados por membranas. Esos organelos dividen
eficazmente el citoplasma (porcion de la célula que esta fuera del nicleo), generando varios
compartimientos diferentes. La membrana actia como una barrera, haciendo que el
contenido quimico de un organelo sea diferente del ambiente bioquimico del citoplasma
general y otros organelos. Esas diferencias en el contenido permiten que los procesos
metabolicos se efectlien de una manera eficaz y ordenada.

La mayoria de las células son microscopicas. Una célula animal promedio mide unos
15 um de didmetro; una célula vegetal promedio mide unos 40 m. Las células mas
pequefias que se conocen, que son las de ciertos microorganismos, miden menos de 0.3 wm
de diametro.

La forma y tamafio de una célula guardan relacion con las funciones especificas que
esta debe efectuar aunque las células tienden a ser esféricas. Muchos tipos celulares
presentan otras formas caracteristicas, algunas células como las amibas y globulos blancos,
tienen la capacidad de cambiar su forma conforme se mueven de un lugar a otro. Los
espermatozoides poseen largos flagelos que utilizan para la locomocion. Las células
nerviosas poseen largas extensiones que les permiten transmitir mensajes a grandes
distancias dentro del cuerpo. Las células epiteliales, que se especializan para cubrir la
superficie del cuerpo, se ven como pequefios tabiques.

Ademas los seres vivos estan integrados por moléculas inanimadas [2]. Cuando se
examinan individualmente, estas moléculas aisladas se ajustan a todas las leyes fisicas y
quimicas que rigen el comportamiento de la materia inerte. Los seres vivos poseen
estructuras internas intrincadas que contienen muchas clases de moléculas complejas. Se
presentan, ademas, en una variedad asombrosa de especies diferentes. Por contraste, la
materia inanimada de su entorno, representada por el suelo, el agua y las rocas, esta

constituida habitualmente por mezclas fortuitas de compuestos quimicos sencillos, de
organizacion estructural mas bien escasa.
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La mayor parte de los componentes quimicos de los organismos son compuestos
organicos de carbono en los que este elemento se halla relativamente reducido o
hidrogenado. Muchas biomoléculas organicas contienen también nitrogeno. Los principales
grupos moleculares que componen las células son los lipidos, las proteinas, los acidos
nucleicos y los carbohidratos.

Los organismos vivos presentan la capacidad de extraer y transformar la energia de
su entorno a partir de materias primas sencillas, y de emplearla para edificar y mantener sus
propias e intrincadas estructuras. Mas aun pueden producir una replica exacta de si mismos.

Los compuestos organicos presentes en la materia viva muestran enorme variedad, y
la mayor parte de ellos son extraordinariamente complejos. Aun las mas sencillas de las
células, las bacterias, contienen gran nimero de distintas moléculas organicas. Se calcula
que la bacteria Escherichia coli contiene alrededor de 5000 compuestos organicos diferentes,
entre ellos unas 3000 clases diferentes de proteinas y 1000 tipos diferentes de acidos
nucleicos. Ademas, la mayor parte de la materia organica en las células vivas esta constituida
por macromoléculas, de pesos moleculares muy grandes. Si consideramos ahora organismos
mayores y mas complejos, como son los animales y las plantas superiores, hallamos que
también contienen proteinas y acidos nucleicos, en mayor variedad. En el organismo
humano, por ejemplo, puede haber hasta 100000 clases de proteinas diferentes. Aunque
algunas de las proteinas de las células de E. coli actian de modo muy semejante al que lo
hacen determinadas proteinas de las células humanas, ninguna de las moléculas proteicas de
E. coli es idéntica a cualquiera de las proteinas encontradas en el hombre.

Entonces la célula es un sistema complejo, altamente organizado, altamente
estructurado, con su propio centro de control, un sistema de transporte interno, plantas de
energia, fabricas para producir materiales necesarios, plantas de ensamble, y hasta sistemas
de autodestruccion.

2.2 Metabolismo.

El metabolismo puede definirse como la suma total de todas las reacciones
enzimaticas que tienen lugar en la célula. Las funciones especificas del metabolismo [2] son
cuatro: 1) la obtencion de energia quimica de las moléculas combustibles o de la luz solar
absorbida, 2) la conversion de los principios nutritivos exdgenos en sillares de construccion
o precursores de los componentes macromoléculares de la célula, 3) el ensamble de estos
materiales para formar proteinas, acidos nucleicos, lipidos y otros componentes celulares, y
4) la formacion y degradacion de las biomoléculas necesarias para las funciones
especializadas de las células.

El metabolismo se divide en dos fases principales: catabolismo y anabolismo. El
catabolismo es la fase degradativa del metabolismo, en la cual moléculas nutritivas complejas
y relativamente grandes (glacidos, lipidos y proteinas) que provienen o bien del entorno o
bien de sus propios depositos de reserva, se degradan para producir moléculas mas sencillas
tales como acido lactico, acido acético, CO,, amoniaco o urea.

El catabolismo va acompafiado de la liberacion de la energia quimica inherente a la
estructura de las moléculas organicas nutritivas y a su conservacion en forma de la molécula
de trifosfato de adenosina (ATP), transferidora de energia.

El anabolismo constituye la fase constructiva o biosintética del metabolismo, en la
cual tiene lugar la biosintesis enzimatica de los componentes moleculares de las células tales
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como los acidos nucleicos, las proteinas, los lipidos y los polisacaridos a partir de sus
precursores sencillos. La biosintesis de las moléculas organicas a partir de éstos, precisa del
consumo de energia quimica aportada por el ATP generado durante el catabolismo. El
catabolismo y anabolismo se desarrollan simultaneamente y de modo concurrente en las
células, pero son regulados independientemente. Debido a que el metabolismo procede de
modo escalonado a través de muchos intermediarios, se emplea con frecuencia el termino de
metabolismo intermedio para designar a las rutas quimicas del metabolismo. Los productos
intermedios del metabolismo se llaman también metabolitos.

2.3 Enzimas.

Los enzimas son proteinas especializadas en la catalisis de las reacciones biologicas.
Se encuentran entre las mas notables de las biomoléculas conocidas debido a su
extraordinaria especificidad y a su poder catalitico, que es mucho mayor que la de los
catalizadores hechos por el hombre.

Se han identificado miles de enzimas diferentes. Muchos de ellos se han aislado en
forma pura y homogénea y alrededor de unos cientos se han podido cristalizar. Aunque se
han identificado la mayor parte de los enzimas relacionados con el metabolismo basico
corriente de la célula quedan por resolver una gran cantidad de problemas importantes, entre
ellos el control genético de la sintesis enzimatica, y el papel de las formas multiples de
algunos enzimas en el desarrollo y la diferenciacion. Pero sobre todo, todavia no se conoce
en términos moleculares, como catalizan los enzimas las reacciones quimicas con tal
eficiencia, precision y especificidad.

Una clasificacion usual de los enzimas es dividirlos en sus clases principales, cada
una de las cuales se divide a su vez en subclases, de acuerdo con el tipo de reaccion
catalizada. Las seis clases son: 6xido-reductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas
y ligasas.

La actividad de algunos enzimas depende solamente de su estructura como proteinas,
mientras que otras necesitan, ademas uno o mas componentes no proteicos, llamados
cofactores. El cofactor puede ser un ion metalico, o bien una molécula organica llamada
coenzima, algunos enzimas necesitan de ambos. Los cofactores son generalmente estables
frente al calor, mientras que muchas proteinas enzimaticas pierden la actividad por
calefaccion. Cada uno de los coenzimas catalogados contiene, como parte de su estructura,
una molécula de alguna de las vitaminas; éstas son sustancias orgénicas que, en cantidades
minimas (trazas), son vitales para la funcion de todas las células, y deben figurar en la dieta
de algunas especies. Los coenzimas actian, por lo general, como transportadores
intermediarios de grupos funcionales, de atomos especificos o de electrones, los cuales son
transferidos en la reaccion enzimatica global. Cuando el coenzima se halla unido
intimamente a la molécula del enzima recibe normalmente el nombre de grupo prostético.

Un proceso metabolico determinado puede necesitar varias enzimas o inclusive todo
un sistema enzimatico, para llevarse acabo. Los sistemas enzimaticos pueden comprender
desde 2 hasta 20 o mas enzimas actuando en secuencia.

En la organizacion de los sistemas multienzimaticos podemos distinguir tres niveles
de complejidad. En los mas sencillos, los enzimas individuales estan disueltos en el citosol
como moléculas independientes, no asociadas unas con otras en ningin momento durante su
actuacion. Los intermediarios en un sistema enzimatico de esta naturaleza, que son,
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generalmente, moléculas mucho menores que los enzimas y poseen por tanto velocidades de
difusion elevadas, se difunden muy rapidamente desde una molécula enzimatica a la siguiente
de la secuencia.

Otros sistemas multienzimaticos poseen un grado de organizacion mas elevado, de
modo que los enzimas estan fisicamente asociados y funcionan conjuntamente como
complejos multienzimaticos. Una molécula de cada uno de estos enzimas esta presente en
una agrupacion estrechamente unida, o complejo, que no se disocia facilmente; de hecho, las
moléculas de enzima separadas son inactivas. Este tipo de ordenacion de moléculas
enzimaticas secuencialmente activas formando un complejo no disociable, resulta
biolégicamente ventajoso, porque limita la distancia, por la cual deben difundirse las
moléculas del sustrato durante el curso de la secuencia de reacciones quimicas.

Los sistemas multienzimaticos mas complicados y con mayor grado de organizacion,
son los que se hallan asociados a grandes estructuras supramoleculares como por ejemplo
las membranas o los ribosomas. Cuando mas complicado es el sistema enzimatico, mas
probable es que se halle asociado a algin organelo u otra estructura intracelular.

Entonces los diferentes enzimas y sistemas enzimaticos estan localizados, en uno u
otro organelo o en alguna parte de la estructura del citoplasma, como se puede apreciar en
la figura 1.

La compartimentacion de los sistemas enzimaticos permite también el control y la
integracion de algunas actividades intracelulares. Por ejemplo, la biosintesis de la glucosa
(molécula de seis atomos de carbono) a partir del piruvato (molécula de 3 atomos de
carbono) precisa de una compleja interfuncionalidad de una serie de enzimas, algunos
localizados en la mitocondria, y otros en la fase soluble del citoplasma.

2.3.1 Enzimas de 6xido-reduccion.

Los enzimas de oxido-reduccion actiian en el centro del metabolismo celular
energético.

La energia liberada en oxidacion o reduccion por compuestos organicos o
inorganicos es capturada con eficiencias variables en formas muy diversas, tales como ATP,
potenciales de membrana, o coenzimas reducidas.

Las enzimas redox u oxidoreductasas se dividen en cuatro clases principales [3].

a) Las deshidrogenasas son enzimas que catalizan la transferencia de un hidrogeno
de un sustrato. Este sistema reversible normalmente necesita una coenzima
nicotinamida como el dinucledtido de adenina y nicotinamida NAD'. Algunas
deshidrogenasas contienen un atomo esencial de Zn.

b) Las oxidasas son enzimas que catalizan la transferencia de un hidrégeno desde un
sustrato al oxigeno molecular. Una coenzima flavinica, dinucleotido de adenina y
flavina FAD es usualmente requerida. Dependiendo de la especificidad del enzima,
los productos finales pueden ser agua o peroxido de hidrégeno.

c) Las oxigenasas catalizan la incorporacion de oxigeno, desde el oxigeno molecular
hasta un sustrato. Las monooxigenasas incorporan un atomo o molécula de

oxigeno a un sustrato. Las dioxigenasas incorporan dos atomos de oxigeno al
sustrato.
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Figura 1. Compartimentacion de algunos enzimas importantes y secuencias metabolicas en
la célula hepdtica de rata.

d) Las peroxidasas y catalasas ambas catalizan las reacciones que involucran
peroxido de hidrogeno como oxidante. Se produce la forma reducida del agua.
Estos enzimas requieren iones de cobre y/o fierro para la catalisis.
Deshidrogenasas piridin-dependientes. Dado que los miembros de esta clase de
deshidrogenasas necesitan como coenzimas al NAD o NADP (dinucleétido de adenina y
nicotinamida fosfato), los cuales contienen nicotinamida, que es a su vez un derivado de la
piridina, reciben, en general, el nombre de deshidrogenasas piridin-dependientes. Catalizan
las reacciones generales

Sustrato reducido + NAD" «»> Sustrato oxidado + NADH + H'

o bien,
Sustrato reducido + NADP' <> Sustrato oxidado + NADPH + H"

22



segin cual sea el nucledtido de piridina que precisen o prefieran. Estas reacciones
comprenden la transferencia reversible de dos equivalentes de reduccion del sustrato en
forma de un ion hidruro (H) a la posicion 4 del anillo de nicotinamida (en forma oxidada)
del nucleétido de piridina; el otro hidrogeno se separa del sustrato en forma de ion H' libre.

Los nucleétidos de piridina se hallan unidos de modo no covalente a la proteina de la
deshidrogenasa, con una union relativamente débil. Tanto el NAD como el NADP deben
considerarse, por tanto, no como grupos prostéticos fijos, sino como sustratos, ya que en
muchos casos se unen y se disocian del centro activo durante el ciclo catalitico. Los
nucleotidos de piridina actian asi como transportadores disociables de electrones.

En las células animales, el NAD se da generalmente en cantidades mucho mayores
que el NADP. En el higado cerca del 60 % del NAD total se halla presente en las
mitocondrias, y el resto en el citoplasma extramitocondrial. El contenido de NADP de las
células se halla en proporcion con su actividad biosintética.

Las deshidrogenasas NAD-dependientes, intervienen de manera primordial en la
respiracion, por ejemplo, en la transferencia de electrones desde los sustratos hasta el
oxigeno, mientras que las deshidrogenasas NADP-dependientes intervienen principalmente
en la transferencia de electrones desde los intermediarios del catabolismo hasta los
intermediarios de la biosintesis.

Oxidasas flavin-dependientes. Estos enzimas contienen como grupos prostéticos
firmemente unidos, un mononucledtido de flavina FMN, o un dinucleotido de adenina y
flavina FAD. La reaccion se muestra formalmente como una transferencia directa de un par

de atomos de hidrogeno del sustrato, para rendir las formas reducidas, designadas como
FMNH, y FADH,.

SH; + E-FMN <« S + E-FMNH,

SHZ +E-FAD & S+ E-FADH2

Las oxidasas mas importantes ligadas a las flavinas se hallan todas localizadas en las
mitocondrias en la corriente principal de la respiracion y del traisporie electronico.

Los nucleotidos de flavina no abandonan al enzima ni durante ni después del ciclo
catalitico. Pueden disociarse, a veces, al ser expuesto a la accidn de una fuerza ionica
elevada o de un pH bajo. En la célula, el aceptor de electrones inmediato de las oxidasas
flavin-dependientes es la ubiquinona (coenzima Q) de la cadena de transporte electronico.

2.4 Dinucledtido de adenina y nicotinamida.

Los nucleotidos son compuestos formados por la union de una base nitrogenada,
purina o piridina (la purina puede ser el uracilo, la citosina o la timina, y la piridina puede ser
la adenina o la guanina), con una pentosa (azucar con cinco atomos de carbon) que puede
ser ribosa o desoxiribosa, y un grupo fosfato (los mas comunes son mono, di, y trifosfato).

Se dice que los nucleotidos son los precursores directos del ADN (acido
desoxirribonucleico) y del ARN (4cido ribonucleico), del ATP (adenosin trifosfato), AMPc
(adenosin monofosfato ciclico), CoA (coenzima A) etc. Y participan también, como ya

mencionamos, en el metabolismo como coenzimas, de ahi su importancia fundamental en las
células.
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Fundamentalmente todos los métodos de analisis enzimatico dependen de los
nucledtidos de piridina. En 1935 se describio [4] un método para la determinacion de la
actividad de la deshidrogenasa glucosa-6-P basada en el incremento de la absorcion en el
cercano UV cuando el NADPH (dinucleotido de adenina y nicotinamida fosfato reducido),
era producido. Greengard [5] fue el primero en describir métodos fluorometricos basados en
los nucleétidos de piridina para medir metabolitos.

La utilidad del NAD y del NADP para propdsitos analiticos depende de algunas de
sus inusuales propiedades [4].

1) Sirven como agentes naturales de oxidacion o reduccién en una amplia variedad
de sistemas enzimaticos especificos. Con el apropiado enzima como catalizador,
ellos pueden oxidar o reducir selectivamente un sustrato particular en presencia de
otros muchos compuestos.

2) Las formas reducidas de los nucledtidos NADH y NADPH, ademas de absorber
luz en el cercano UV, son fluorescentes (como ya mencionamos en el capitulo 1),
mientras las formas oxidadas no lo son.

3) Las formas reducidas pueden ser destruidas completamente en medio acido sin
afectar las formas oxidadas. Las formas oxidadas pueden ser destruidas en medio
basico sin afectar las formas reducidas.

NADH y NADPH tienen bandas de absorcion idénticas, con el maximo en 340 nm.

NAD" y NADP' no absorben a esta longitud de onda. De esta forma, cambios en el estado
de oxidacion o reduccion pueden ser medidos por espectroscopia de absorcion (con un
espectrofotometro). Una parte de la luz que es absorbida es remitida como fluorescencia.
Aunque solo una pequeiia fraccion de la luz absorbida es emitida, ésta puede ser medida con
mayor sensitividad, que en el proceso de absorcion. En el espectrofotometro (medidas de
absorcion), la sensitividad depende de la luz no absorbida que es registrada en el fototubo, y
decrementos muy pequefios en la luz transmitida son dificiles de medir. Un
espectrofotometro ordinario requiere, para una buena precision, un decremento en la luz
transmitida del 5 % o mas, por lo que si se incrementa la intensidad de la luz incidente o la
sensibilidad del fototubo no se logra aumentar la sensitividad del espectrofotometro.

Por otro lado, con un fluorémetro (medidas de emision) el fototubo ve solo la
fluorescencia emitida, como ésta es directamente proporcional a la intensidad de la luz
incidente (capitulo 1, seccion 1.3.5). Entonces la sensitividad puede ser incrementada, casi
sin limite, incrementando la intensidad de la fuente de luz, la amplificacion, o la sensitividad
del fototubo.

Sabemos del capitulo 1, seccion 1.3.5 que It =Io(1-10™)q, expandiendo el término
exponencial e ignorando los términos de orden superior (que es una asuncion razonable
cuando D<0.05) obtenemos, como ya mencionamos, Ir=2.303l, € clq.

Entonces podemos decir que la fluorescencia es proporcional a: la intensidad de luz
incidente, la absorbancia, y a la eficiencia cuantica. Es decir, la fluorescencia es proporcional
a la concentracion del fluoroforo. Sin embargo, la asuncion se aplica solo para soluciones
con valores de absorbancia menores que 0.05 [6]. A valores mayores, se espera una
dependencia no lineal de la fluorescencia con la concentracion, y entonces se deben construir
curvas de calibracion apropiadas para hacer medidas analiticas.

Aunque la técnica de espectrofotometria no ofrece la sensitividad de la fluorometria
(espectroscopia de fluorescencia), es usada para propésitos de estandarizacion y como
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medida de las concentraciones necesarias de NADH y NADPH para obtener un rango
adecuado en donde usar la técnica de fluorometria.

El coeficiente de extincion molar € del NADH o NADPH a 340 nm es 6270
mol'em'/. Esto significa que soluciones a 0.1 mM tienen una absorbancia de 0.627. Esto
corresponde a 23.6 % de luz transmitida (I;) a través de lcm de trayectoria oOptica (de
1=I,107).

Con equipo ordinario, de espectrofotometria, medidas finas pueden hacerse con
concentraciones de NADH desde 10 a 200 uM (equivalentes a luz transmitida entre 86.55 y
5.57 % o absorbancias entre 0.0627 y 1.254). Con equipo especial (microceldas o
amplificador diferencial especial) cantidades mas pequeiias de NADH pueden medirse. Pero
la fluorometria ofrece una forma simple y facil de alcanzar sensitividad alta.

En la técnica de fluorometria el rango usual analitico de concentraciones de NADH
es de 0.1 a 10 uM. Por lo tanto, el limite superior para la fluorometria esta alrededor del
limite inferior para la espectrofotometria (con equipo convencional).

Sin embargo las medidas de fluorescencia tienen ciertas peculiaridades y limitaciones
que deben ser mencionadas:

Apagamiento (quenching) de la fluorescencia. Cualquier sustancia que absorbe luz de
excitacion, incluyendo a los propios nucleotidos de piridina, reducen la intensidad de la luz
de excitacion cuando ésta pasa a través de la solucion. De esta forma se reduce la luz
emitida (es decir, se apaga la fluorescencia). En consecuencia, la luz emitida es proporcional
a la concentracion de la sustancia (fluoréforo) solo cuando la absorcion (de esta forma) de la
luz de excitacion es despreciable. Es por esta razon que el limite superior de concentracion
para medidas de NADH es del orden de 10 uM, correspondiendo a una absorbancia de
0.063>0.05.

Otra fuente de absorcion de una parte de la luz de excitacion o de la luz emitida (por
fluoroforos), son algunas moléculas que pueden estar presentes (en los alrededores de los
fluoroforos).

Efectos de los enzimas sobre la fluorescencia natural. La fluorescencia del NADH
puede ser afectada (usualmente aumentada) por los enzimas. En muchas situaciones, esto no
es un problema. Esto puede llegar a ser significativo cuando se usan concentraciones
elevadas de cierto enzima o si el enzima tiene un efecto muy fuerte. La dificultad es que el
aumento no es el mismo en todos los niveles de la coenzima, ya que solo la fraccion de la
coenzima que esta en combinacion con el enzima es afectada.

El pH. Al parecer no hay efectos fuertes sobre la fluorescencia del NADH o NADPH
a pH entre 6 y 13. Sin embargo, pH por abajo de 7 es evitado por la inestabilidad de las
formas reducidas.

Temperatura. Otra limitante (fuente potencial de error) es el coeficiente de
temperatura negativo, que es caracteristico de la fluorescencia en general. En el caso de los
nucledtidos de piridina, el valor es de 1.6 % por grado. Si en los experimentos, las muestras
y los estandares son todos tomados a la misma temperatura no habria problema, pero las
diferencias de temperatura deberan ser evitadas.

Blanqueo de la fluorescencia. Muchos reactivos son débilmente fluorescentes o
contienen impurezas fluorescentes. Con agua sola, es dificil reducir las lecturas del sistema
por abajo del valor equivalente al producido por la fluorescencia de NADH a una
concentracion de 0.05 uM. Parte de esto son fallas propias del sistema Optico, parte debido
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a la exclusion de toda la luz dispersada hacia el fototubo, parte puede ser por una sefial débil
de la luz filtrada, y parte, es posible, debido al espectro Raman de la propia agua.

No hay que olvidar que todas estas consideraciones son cuando se trabaja en equipos
de fluorometria convencional.

2.5 Dinucleétido de adenina y flavina.

Las flavinas estan presentes en casi todos los tipos de tejidos biologicos. Las flavinas
de mayor importancia biologica son riboflavinas y los Hamados nucleotidos FMN y FAD [7].

En muchos tipos de tejido biologico, las flavinas estan presentes en muy bajas
concentraciones en el rango de 1 pg/g de tejido o menos. Los métodos fluorometricos han
sido comunmente usados por afios para el analisis de riboflavina y sus coenzimas, se
considera que son los métodos fisicoquimicos mas sensitivos.

Las flavinas cristalizadas son sustancias color amarillo-naranja. El FMN o sus sales
son débilmente higroscopicas, el FAD y sus sales son higroscopicas.

Las flavinas son muy sensitivas a la luz de longitud de onda mas pequefia que 600
nm. La riboflavina y el FMN en solucion acuosa neutra muestran alta fotolabilidad, mientras
el FAD es fotoestable.

Todas las flavinas muestran fuerte absorcion en las regiones UV y azul del espectro.
El FAD tiene tres bandas de absorcion en 263, 375, y 450 nm, con coeficientes de extincion

reportados [7]} de 38, 9.3,y 11.3 X107 M'em™ respectivamente.

La polaridad del solvente influye significativamente sobre el espectro de absorcion de
las flavinas. Cuando las flavinas se colocan en solvente poco polar (como el dioxano, pero
suficientemente solubles para las flavinas), los principales cambios son: corrimiento hacia
mayor frecuencia de la banda de 375 nm y decremento en la absorbancia, la formacion de
semibandas (shoulders) en ambos lados de la banda a 450 nm y una disminucion en la
longitud de onda de la banda de 263 nm.

Respecto a la fluorescencia los derivados de flavina exhiben una fluorescencia
amarilla-verde intensa. Los espectros de fluorescencia de las flavinas en agua son bandas
anchas, sin estructura con maximo alrededor de 530 nm. Las formas reducidas de las
flavinas no muestran fluorescencia.

Temperatura. La fluorescencia de las flavinas depende de la temperatura, decrece
con el incremento de la temperatura (aproximadamente 1 % por grado celsius).

El pH. La intensidad de la fluorescencia del FAD alcanza su maximo a pH entre 2.7
y 3.1

Apagamiento (quenching). La intensidad de la fluorescencia de las flavinas es
restringida por muchos factores. Se consideran al menos tres diferentes procesos conocidos
como quenching. Estos resultan a partir de una concentracion muy alta de la solucion,
colisiones entre moléculas, y formacién de complejos. El limite de la concentracion de
flavinas debera ser definido para cada experimento, en soluciones que contienen no mas de
1 pg/ml de flavina no ocurre apagamiento. Ademas la fluorescencia es apagada por muchos
electrolitos, incluyendo diferentes iones metalicos. Una causa especifica de apagamiento es
la formacion de complejos (no fluorescentes) entre flavinas y fenoles, purinas, piridinas, y
otras especies organicas, incluyendo solventes.

26



Polaridad. La fluorescencia de las flavinas es muy influenciada por la polaridad del
solvente. Generalmente, la intensidad de la fluorescencia se incrementa cuando decrece la
polaridad del solvente.

Cuando se emplea la fluorescencia para andlisis cuantitativos y cualitativos, deben
tomarse en cuenta las propiedades del fluoroforo. Para las flavinas, cada longitud de onda
dentro de las bandas de absorcion pueden ser usadas para excitacion. Para trabajo
cuantitativo es mas conveniente, sin embargo, usar luz de longitud de onda en el rango de
430 a 460 nm debido a:1) solo unos pocos compuestos fluorescentes presentes en extractos
de tejido biologico, son excitados con esta longitud de onda; 2) El maximo de absorcion de
las flavinas entre 445 y 455 nm es casi insensible a cambios en la polaridad del solvente y a
valores de pH entre 3.5y 7.5.

Es importante mencionar que el proceso donde participan activamente éstos
coenzimas (quizd donde existen en mayor concentracion) es en la cadena respiratoria.
Sistema multienzimatico compuesto por cinco complejos oligoméricos [8], junto con la
ubiquinona y el citocromo c¢, que son acarreadores moviles de electrones entre los
complejos. Cada complejo esta compuesto por polipéptidos unidos a grupos prostéticos
especificos para cada uno. Los prostéticos son grupos no proteicos unidos a la cadena
polipeptidica. La cadena respiratoria (oxidativa mitocondrial) se concibe como una serie de
reacciones de oxido-reduccion acopladas, de tal forma que los electrones transferidos desde
los sustratos de la cadena respiratoria hasta el oxigeno molecular conllevan a una
translocacion de protones que genera una diferencia de potencial electroquimico, y ésta a su
vez es utilizada para la sintesis de ATP.

Debido a su importante funcion fisioldgica, el mecanismo de accion de las enzimas
que catalizan el proceso de transferencia de electrones es activamente estudiado [9].
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Capitulo 3 Interaccion radiacion electromagnética-células.

3.1 Introduccién.

Las células, tejidos y organismos, tienen como base estructural y funcional miles de
moléculas cuyo comportamiento no obedece otras leyes que las generales de la fisica y la
quimica. Para penetrar en el conocimiento del funcionamiento de las células, hay que
comenzar por saber, de que tipo de moléculas estan constituidas.

Aunque los organismos vivos estan compuestos por una variedad limitada de
atomos, la variedad de moléculas es enorme; ello se debe, en parte, a que en su
composicion el elemento central es el carbono. Los atomos de carbono pueden unirse entre
si hasta grados imposibles para los atomos de cualquier otro elemento. Pueden formar
cadenas de miles de atomos o anillos de casi todos los tamafios; estas cadenas y anillos
pueden tener ramificaciones y uniones cruzadas. A los carbones de estas cadenas y anillos
se unen otros atomos, principalmente de hidrogeno, nitrégeno, fosforo, azufre y otros
menos abundantes.

La diversa naturaleza de las moléculas es solo una fase de la organizacion celular.
Las células, los tejidos, los organos, sistemas y los organismos mismos, resultan de la
asociacion organizada de las moléculas, que de maneras diferentes se retinen y forman tipos
de estructuras mas complicadas, desde asociaciones relativamente sencillas de unas
moléculas con otras, como sucede en el caso de las membranas biologicas. El siguiente
nivel de asociacion es el de moléculas mas grandes, como las proteinas o los acidos
nucleicos, que se pueden unir para formar los llamados complejos supramacromoleculares,
dentro de los cuales tal vez los mas conocidos sean los virus. Finalmente, hay niveles de
organizacidn extraordinarios, resultado de la asociacion de enormes cantidades de
moléculas, con complicadisimos mecanismos de funcionamiento y estructura, éstos son
llamados organelos celulares, que son los principales componentes identificables de las
células.

3.2 Absorcion.

Como se menciono en el capitulo 1, cuando la radiacion electromagnética interactia
con la materia, pueden ocurrir tres procesos fundamentales: absorcion, emision espontanea
0 emision estimulada. Estos procesos de interaccion basicos entre radiacidon
electromagnética y atomos, pueden ser tratados por medio de una teoria fenomenologica
simple debida a Einstein (seccion 1.3.9). La teoria permite un entendimiento cualitativo de
una gran variedad de procesos radiativos, por ejemplo, la absorcion y dispersion de luz por
los atomos, y la amplificacion de luz en los laseres [1].

Una molécula inicialmente en el estado Sy puede absorber luz de frecuencia
v, excitandose al nivel S, con energia mayor a Sy, por una cantidad E;-Eo=hv. Decimos que
la molécula ha absorbido un foton de energia hv.

La probabilidad de que un fotén sea absorbido por unidad de tiempo, esta dada por
Wi2p(v), donde p(v) es la densidad de radiacion a frecuencia v, y Wy, es el coeficiente de
absorcion de Einstein.

Desde el punto de vista molecular, cuando la radiacion electromagnética incide
sobre células, éstas absorben radiacion, es decir, las moléculas que constituyen las células
absorben la radiacion electromagnética y se excitan.
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La mecénica cuantica nos dice que se produce una transicion entre niveles de
energia de algunas moléculas que forman la célula, dependiendo de la longitud de onda de
la radiacion electromagnética (y del tipo de moléculas).

Por ejemplo, la absorcion de radiacion electromagnética por parte de las proteinas,
en la region del UV cercano (200 a 400 nm) es debida a los residuos aminodacidos,
principalmente al triptofano, la tirosina y la fenilalanina.

3.3 Fluoréforos I1.

Una vez que las moléculas que constituyen las células se han excitado puede ocurrir
algin proceso de desexcitacion (seccion 1.3.7) radiativo o no radiativo. Nosotros estamos
interesados en los procesos de desexcitacion radiativos en particular el fluorescente.

La motivacion inicial para realizar este trabajo surgié de la posibilidad de usar el
sistema de espectroscopia de fluorescencia laser como herramienta en el diagnostico de
algunos padecimientos.

R.R. Alfano y colaboradores trabajaron inicialmente en dientes con y sin caries
analizando espectroscopicamente la dispersion, la fluorescencia y absorcion [2]. También
midieron la fluorescencia de células normales y células cancerosas de rifion de rata,
encontrando diferencias substanciales en los espectros [3]. Ellos proponen como
responsables de la fluorescencia (a nivel mitocondrial) a las flavinas, en especial al FAD.
Usaron como longitud de onda de excitacion A=488 nm, laser ionico de argon.

Una revision mas completa de los fluordforos responsables de la fluorescencia de
células, la encontramos en S. Andersson-Engels et al. [4], quienes mencionan como
fluoroforos mejor conocidos en tejido biologico, que contribuyen a la sefial de
fluorescencia bajo excitacion de luz en el cercano ultravioleta al triptofano (emision a 350
nm), elastina y coldgena (a 380 nm), NADH (a 470 nm), flavinas (a 520 nm), melanina (a
540 nm) y las porfirinas (en la region roja del espectro). Croméforos no fluorescentes, tales
como la hemoglobina, también influye en la sefial de fluorescencia por reabsorcion de la
luz fluorescente.

En nuestro caso las células con las que trabajamos, fueron células sanguineas, en
particular leucocitos mononucleares que se componen unicamente de linfocitos y
monocitos (siguiente seccion). Por lo tanto, ya que la elastina y la colagena son elementos
de sostén del tejido conjuntivo, es decir, son sustancias intercelulares, no tenemos estos
elementos en nuestras muestras. Asimismo no tenemos melanina, presente principalmente
en la coroides y la piel. Las porfirinas constituyen esencialmente los citocromos y la
hemoglobina, solo los citocromos se encuentran en los leucocitos.

Por lo tanto nuestro trabajo se centra en el estudio espectroscopico de dos
fluordforos intracelulares el NADH y el FAD. Empezamos con un estudio sencillo para
conocer y corroborar sus propiedades opticas (como moléculas solas), para después intentar
monitorearlos dentro de las células vivas (capitulo 5), en donde realizan su funcion
especifica metabolica (seccion 2.3.1).

Antes de continuar con la siguiente seccién, conviene mencionar porque usamos un
sistema de espectroscopia laser y no un fluorémetro convencional.

Por varios afios se ha usado una técnica llamada LIF (del ingles Laser-induced
fluorescence) en anélisis quimicos [5] y fotobiologicos [6]. Durante los ultimos afios ésta
técnica a llamado la atencion en la medicina especialmente en el diagnostico de tejido. En
ésta técnica [7] luz laser de baja potencia se dirige a un tejido particular. La fluorescencia
se produce cuando una fraccion de luz absorbida es reemitida a una longitud de onda mayor
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que la de la luz incidente. El espectro de la luz emitida puede servir como una “huella”
espectral del tejido particular irradiado.

Sin embargo medidas cuantitativas de cualquier fluordforo en tejido son muy
dificiles, debido a que varios fluordforos en tejido, tienen espectros de fluorescencia y
absorcion con bandas anchas y parcialmente traslapadas. También la luz al propagarse en el
tejido se dispersa. Y ademas la profundidad de penetracion de la luz en el tejido biolégico
es de menos de pocos milimetros [4].

Actualmente se ha reportado el desarrollo de medidas de LIF para adquirir
conocimientos estructurales de valvulas de tejido de cerdo comunmente usado para
reconstruir y remplazar valvulas de corazén humano.

El tiempo de vida del tejido de cerdo, usado en la implantacion de valvulas, es
tipicamente de 10 a 15 afios y su eficacia para valvulas humanas parece estar
correlacionado con la composicion y estructura natural del tejido antes del implante.
Usando LIF con un laser de excimero, se puede mostrar que la parte de la valvula que
soporta el flujo fuerte de sangre contiene una alta proporcion de elastina que permite una
valvula funcional. Y el lado de la valvula que soporta un flujo débil esta compuesta
principalmente por colagena, ademas el tejido fibroso podria producir problemas en el flujo
de sangre o en el proceso de abrir y cerrar la valvula. LIF puede ser usado para mejorar la
efectividad del tejido desde el punto de vista de la ingenieria, si se desarrolla una
evaluacion integra no destructiva de la composicion y estructura de la bioproétesis antes de
la implantacion.

En esta técnica se hace uso de las caracteristicas particuiares de la radiacion laser,
como son su monocromaticidad y su alta intensidades de energia (seccion 1.3.9), para
excitar a los fluoroforos con mayor selectividad y energia.

3.4 Leucocitos mononucleares.

Una clasificacion sencilla [8] del sistema hematologico es considerarlo como
formado por: la sangre, la médula osea, el bazo, los ganglios linfaticos y el sistema
reticuloendotelial.

La sangre esta compuesta esencialmente de plasma y células. El plasma (55 % del
total) contiene: agua, proteinas, albiiminas, globulinas, fibrindgeno, electrolitos, urea,
glucosa etc.

Las células son: eritrocitos ~5 X 10%/l, leucocitos ~7 X 10°/l y plaquetas ~3 X
10%/l.

Los leucocitos se pueden dividir, dependiendo de su funcioén, en dos tipos: los
fagocitos y los inmunocitos. Los fagocitos se pueden dividir a su vez en granulocitos y
monocitos. Los granulocitos son los neutréfilos, los eosindfilos y los basofilos. Los
inmunocitos se dividen también en linfocitos y células plasmaticas. Los linfocitos son de
dos tipos linfocitos T y B.

Los monocitos se desarrollan en la médula 6sea, entran a la sangre y permanecen en
ella por un periodo de 30 a 70 horas, al cabo del cual abandonan el espacio intravascular
mediante diapédesis y se transforman en macrofago, dotado de una prodigiosa capacidad
fagocitaria. Los monocitos tienen didmetro de 12 a 18 um, segun tincion de Wright [9].

Los linfocitos son el unico tipo de células capaces de reconocer como extrafio a un

determinado antigeno y de desencadenar una secuencia de eventos que lleven a su
destruccion y eliminacion.
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Los linfocitos pueden diferenciarse en el aspecto morfologico a lo largo de dos vias.
Los que pueblan el timo se diferencian en linfocitos T, que son responsables de la
inmunidad celular. Y los que aparentemente se desarrollan en la médula 6sea linfocitos B,
responsables de la inmunidad humoral. Los linfocitos tienen un diametro entre 6 y 18 pm,
segun tincion de Wright [9].

Los leucocitos son un tipo celular muy importante debido principalmente a que
inmunologicamente involucran muchos procesos biologicos. Por ejemplo, los linfocitos
maduros sufren una serie coordinada de cambios bioquimicos y morfolégicos cuando
reaccionan ante el estimulo de antigenos especificos (agentes extrafios). Antes de que se
establezca el contacto con el estimulo, estas células ya existen como linfocitos
intermitoticos pequeifios.

La interaccion entre los antigenos y las células con capacidad de respuesta, depende
de los receptores de la membrana celular, en el sistema de células B, éstos son
inmunoglobulinas unidas a la membrana que tienen especificidad para el antigeno. Estos
linfocitos reciben el estimulo para convertirse en células de proliferacion activa y, en cierto
sentido, volver a ser células madre. La célula se agranda, sintetiza acidos nucleicos y
proteinas nuevas y experimenta un proceso mitotico. Esta expansion proliferativa aumenta
el nimero de células con capacidad para reaccionar ante los antigenos. Una vez que se ha
completado esta fase, las células hijas maduran para convertirse en efectores
inmunologicos.

Cada elemento celular de los leucocitos mononucleares realiza diversos procesos
biologicos cuando lleva acabo su funcion como fagocito o inmunocito.

3.5 Interaccion radiacion laser con tejide vivo.

A nivel de tejido (agrupacion de células, fibras y productos celulares varios que
forman un conjunto estructural) podemos decir que todos los procesos que ocurren cuando
la luz laser interactua con tejido vivo son esencialmente quimicos. Un efecto inevitable de
la radiacion laser es el calentamiento de la zona irradiada. En algunas aplicaciones, por
ejemplo, en la reparacion de tejido via células fundidas o en algunos tipos de tejido
removido, toda la energia irradiada se emplea como calor, sin importar su longitud de onda.

Sin embargo, algunas aplicaciones médicas dependen no solo del calentamiento,
sino también de una longitud de onda especifica (fotoquimica). Podemos dividir las
interacciones en térmicas y fotoquimicas, aunque en vista de lo sensitivo de las células
vivas a la temperatura, es esencial recordar que los efectos térmicos estan siempre
presentes, hay procesos en donde los dos efectos podrian ser empleados [10].

Efectos térmicos inducidos. Siempre que la luz laser interactia con tejido vivo, la
temperatura aumenta. Que ocurre al aumentar la temperatura, depende que tanto aumente,
por lo que consideraremos tres rangos principales: abajo de 45 °C, de 45 a 60 °C y arriba de
60 °C.

Se dice que cuando la radiacion laser no incrementa la temperatura de las células
mas de 45 °C, hay pocos o ningin efecto sobre las células vivas, aunque puede haber
efectos fotoquimicos [11].

Entre 45 y 60 "C cosas interesantes le ocurren a las células. Estas estan relacionadas
con la posibilidad de usar la luz laser para reparar tejido via fundir células, en éstas células
las proteinas fibricas salen fuera de la membrana por lo que pueden alcanzar y conectar otra

célula cercana, pero el tejido permanece viable, con capacidad de autorepararse y
eventualmente crecer [11].
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Por arriba de 60 °C la célula sufre necrosis rapidamente y arriba de 150 °C es
posible su carbonizacion [11]. Este rango puede ser til, por ejemplo, en cirugia laser donde
€s necesario un corte con cauterizacion juntos [12].

En términos de energia cedida por pulsos, una guia cominmente citada para efectos
producidos por el laser se muestra en la tabla 1 {11].

Densidad de Energia Efecto
< 0.04 Joules/mm” Bioestimulacion
> 0.04 Joules/mm? Biosupresion

0.4 Joules/mm
4.0 Joules/mm
40.0 Joules/mm

Fototerapia (citotoxicidad no térmica)
Fotocoagulacion

2
2
2 Vaporizacion

Tabla 1 Efectos producidos por la densidad de energia en células vivas.

Efectos fotoquimicos. Hay varios procesos en donde los efectos fisicos dependen de
la longitud de onda, por ejemplo, el espectro de absorcion de la hemoglobina favorece el
uso de laseres que emitan en el azul, en el tratamiento de lesiones de la retina, como en los
casos de diabetes (la hemoglobina absorbe en el azul).

Otro aspecto significativo es la posibilidad que ofrece la fototerapia selectiva
usando agentes fotosensitivos, por ejemplo, en el tratamiento de tumores, destruccion de
areas localizadas con infeccion bacterial, o células dafiadas individualmente como células
leucemicas. En el primer caso, existe la posibilidad de concentrar ciertos agentes en
regiones especificas y entonces inducir toxicidad localizada, via irradiacion con laser. La
sustancia de interés puede ser completamente inocua en el estado no irradiado, el efecto
toxico es adquirido por moléculas que sufren la irradiacion laser y, por esto, se ilumina solo
cierta region. Varias sustancias llamadas derivados hematoporfirinicos (HpD) son usadas
de ésta forma para el tratamiento de tumores. El laser que se emplea es uno sintonizable
para excitar los HpD selectivamente desde el estado base al estado singulete excitado de la
molécula. De éste estado de excitacion puede decaer al estado triplete metaestable cercano
en energia. Durante las colisiones el estado triplete de las moléculas transfiere energia
eficientemente al oxigeno. Esto produce una concentracion alta local de moléculas de
oxigeno en estado singulete toxicas. Este proceso tiene el atractivo, respecto a otros, que el
oxigeno toxico esta localizado y no hay una distribucion general en el cuerpo.
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Capitulo 4. Arreglo experimental.

4.1 Introduccion.

Al abordar el trabajo de espectroscopia de fluorescencia laser en células empezamos
desde el armado del sistema de espectroscopia, ya que en el area de ingenieria biomédica no
existian trabajos previos, continuar con la caracterizaciéon y optimizacion de cada una de las
componentes, y finalmente asegurarnos de obtener resultados reproducibles.

El esquema general de un sistema de espectroscopia consta esencialmente de [1]: una
fuente de luz de excitacion, un monocromador (rejilla de difraccion), un detector de luz, un
analizador (amplificador-integrador-promediador) de la sefial eléctrica, un aparato de registro,
una celda para colocar la muestra, ptica de enfocamiento (lentes espejos etc.).

Con el apoyo del area de Fenomenos Opticos y Transporte de la Materia
del departamento de Fisica, tuvimos acceso al siguiente equipo: Un laser de nitrogeno
molecular, un laser de pigmento, un fotodiodo con su fuente de voltaje, un monocromador, un
fotomultiplicador con su fuente de alto voltaje, un integrador-promediador (boxcar), diversas
monturas, lentes y espejos.

Este sistema se completd con una tarjeta de adquisicion de datos en una computadora
PC  y microcelda de cuarzo donde se coloca la muestra.

Durante este proceso cabria sefialar que tuvimos diversos problemas, pero el mayor
problema fue que inicialmente la sefial se intento analizar con un contador de fotones. La
entrada del contador de fotones es de 50 ohms;, cuando observamos la sefial en
osciloscopio, de una muestra de interés para nosotros, por ejemplo el NADH, ésta se veia
traslapada con el ruido eléctrico (oculta) generado por la descarga eléctrica del laser de
nitrogeno (éste laser no es comercial). Por esta razon no era posible obtener espectros bien
definidos ni reproducibles. Obtuvimos algunos resultados, pero solo cuando la
fluorescencia era muy intensa. Hicimos espectros bien definidos de cristales de halogenuros
alcalinos dopados con impurezas, para este caso la sefial vista en el osciloscopio se
apreciaba clara, desfasada temporalmente respecto al ruido, y muy intensa (respecto al
ruido).

Intentamos varias formas de eliminar el problema entre ellas una sugerida en el
manual de operacion [2] del contador de fotones, ésta consistia en colocar a la salida del
fotomultiplicador un cable coaxial (de 50 ohms) de 25 c¢cm de largo terminando en una
resistencia de menos de 50 ohms. Nosotros colocamos inclusive una resistencia variable de
0 a 100 ohms, y buscamos las condiciones ideales segun la ecuacion para el coeficiente de
reflexion de un cable con una impedancia conocida y terminado en wuna resistencia,
variando la resistencia. Otra forma fue amplificando la sefial, con un preamplificador
(marca Stanford Research Systems, modelo SR445 a 300 Mhz) antes de conectar la sefial al
contador de fotones, pero desafortunadamente también se amplificaba el ruido eléctrico.
Logramos obtener algunos espectros del NADH pero de mala definicion. Todo esto
obviamente retraso este trabajo.

Finalmente cuando cambiamos el contador de fotones por el integrador-
promediador (boxcar), terminamos completamente con el problema mencionado. La
entrada del boxcar es de 1 MQ, cuando observamos la sefial en osciloscopio, se apreciaba

clara, intensa y sin ruido eléctrico (el ruido eléctrico aparece en otro rango temporal y de
muy baja intensidad).
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4.2 Esquema general del sistema.

El esquema general del sistema se muestra en la figura 1. En la figura se muestran
los componentes principales del sistema previamente mencionados. Por simplicidad no se
muestran algunas componentes como los accesorios del laser de nitrogeno (fuente de alto
voltaje, tanque de nitrogeno etc.), el osciloscopio marca Philips, modelo PM 3092 a 200Mz
sirve para detectar, el momento del disparo (trigger) que inicia el procesamiento de la sefial
(en el boxcar), la sefial del fotomultiplicador para monitorear la fluorescencia de la muestra,
la sincronizacion entre la ventana (gate) y la sefial del fotomultiplicador.

4.2.1 El laser de Nitrogeno [3].

Los laseres de nitrogeno molecular (gaseoso) pueden operar tanto en el UV como en
el IR y debido a las caracteristicas de la estructura cuantica de la molécula el sistema es
intrinsecamente pulsado. La emision ultravioleta (337.1 nm) es superradiante, es decir,
puede emitir coherentemente sin necesidad de cavidad optica debido a su alta ganancia.

Los laseres de gas frecuentemente se subdividen en tres tipos segun el medio activo:
atdmicos, i6nicos y moleculares. Los sistemas moleculares a diferencia de los atomicos,
ademas de tener niveles energéticos electronicos, poseen subniveles vibracionales y
rotacionales. La transicion radiativa se puede llevar a cabo entre distintos niveles
electronicos, distintos niveles vibracionales, o en diversas combinaciones de ellos. En el
laser usado en este trabajo la transicion laser (radiativa) se lleva acabo entre niveles
vibracionales de un mismo estado electronico (triplete).

La excitacion inicial de las moléculas (bombeo) se lleva a cabo por impacto
electronico, dicha excitacion puede ser longitudinal o transversal respecto a la direccion del
haz de salida, en el laser empleado en este trabajo la excitacion es transversal.

La avalancha electronica de excitacion debe ser lo suficientemente rapida, para
poblar el nivel superior de la transicion laser, antes de que éste decaiga al nivel inferior de
la transicion por emision espontanea y no se permita la inversion de poblacion. Para esto se
emplea un circuito de descarga tipo blumlein para la generacion de descarga de alto voltaje.

El laser que usamos en este trabajo se construyd en el laboratorio de Optica
Cuantica del area de Fenomenos Opticos y Transporte de la Materia del departamento de
Fisica. Proporciona una fuente de luz laser que puede usarse para excitar a la muestra, para
excitar al laser de pigmento y también para iniciar el procesamiento de la sefial (trigger), a
través del fotodiodo. Sus principales caracteristicas son:

Longitud de onda de emision: 337.1 nm.
Energia por pulso: maxima 0.32 mJ.

Ancho temporal del pulso: 6 ns.

Variacion de energia entre pulsos: hasta 10%.
Repeticion de pulsos: hasta 5 Hz (variable).
Divergencia del haz: 7.5 mrad.

Potencia por pulso: 115 Kw (pico promedio).
Seccion transversal del pulso: 0.005x0.02 m
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Fig.1 Esquema general. PT es el fotomultiplicador, F1 es la fuente de alto voltaje para el
fotomultiplicador, F2 es la fucnte de voltaje del fotodiodo, el registro se refiere al convertidor A/D
(adquisicion de datos), las flechas indican la direccién de la luz (donde no hay flechas son cables).

4.2.2 El laser de pigmento [4].
El laser de pigmento utiliza un pigmento organico disuelto en algan solvente como
medio activo de emision, el cual es bombeado Opticamente en general, por otro laser o por

una lampara de destello.

Los pigmentos son compuestos organicos con enlaces dobles conjugados, lo que
hace que los electrones no estén localizados y se muevan en un potencial electrostatico
cuasi constante a lo largo de toda la molécula, es decir, se puede suponer que dichos
electrones se encuentran en un pozo de potencial muy ancho por lo que sus niveles de
energia forman un cuasicontinuo, lo que resulta en espectros de absorcion y emision con
bandas muy anchas del orden de 50 nm. Esta caracteristica tan peculiar le confiere a los
laseres de pigmento su aspecto mas sobresaliente: en estos sistemas se puede variar la
longitud de onda que emiten, es decir, son sintonizables dentro de un amplio rango de

frecuencias.
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La posibilidad de sintonia y la posibilidad de cubrir todo el espectro visible con
unos cuantos pigmentos distintos, han hecho de estos laseres una herramienta muy
importante para la espectroscopia de alta y ultra alta resolucion. Estos laseres se pueden
operar de manera pulsada, obteniéndose pulsos de luz muy intensos y cortos
(temporalmente), lo que por un lado permite realizar espectroscopia de resolucion temporal,
y por el otro los hace idoneos para experimentos de optica no lineal, donde se requiere
intensidades altas para producir efectos apreciables. La energia obtenida con éste laser
aparentemente es pequefia, comparada con las altas potencias generadas por las lamparas
empleadas en espectrofluorometros convencionales, sin embargo ésta energia incide
directamente en la muestra a una longitud de onda cuasimonocromatica, por lo que tiene
una alta intensidad espectral (a diferencia de un espectrofluorémetro).

En el laser empleado el sistema de bombeo consiste en un laser de nitrogeno
molecular que proporciona energia al sistema oscilador para que este Gltimo genere luz
laser en el visible. Este laser, como ya mencionamos, produce pulsos cortos
(temporalmente) e intensos de luz ultravioleta (337.1nm).

En nuestro caso el laser de pigmento se usd para disparar (trigger) el inicio del
procesamiento de la sefial generada por la muestra (fig.1), a través del fotodiodo, y también
para excitar directamente a la muestra. Las principales caracteristicas del laser son:

Rango de sintonia (con rodamina 6G): 570-600 nm.
Energia por pulso: 70 pJ.

Ancho temporal del pulso: 7.5 ns.

Repeticion de pulsos: SHz (variable).

Divergencia del haz: 3 mrad.

4.2.3 Monocromador.

Un monocromador es un aparato que sirve para separar la radiacion ultravioleta,
visible e infrarroja cercana, a través de una rejilla de difraccion, en sus respectivas
longitudes de onda para permitir su analisis.

El monocromador usado en el arreglo [5] es marca Pacific Instruments, modelo
MP1018B, el cual usa una configuracion Czerny-Turner. La rejilla de difraccion es de 1180
lineas/mm que permite un barrido de longitud de onda desde 200 a 1000 nm. La rejilla
puede girar manualmente o a través de un motor. Este tiene seis selecciones posibles de
barrido: 2, 5, 10, 20, 50 y 100 nm/min. La resolucion es de menos de 0.1 nm.

Las rendijas son ajustables desde menos de 5 pm hasta 5 mm, en lectura de 2 pm
por division.

4.2.4 Integrador —promediador.

Para procesar la sefial eléctricamente usamos un integrador de ventana de alta
velocidad, tipo modulo NIM, que puede registrar sefiales analogicas rapidas extraidas del
ruido de fondo, marca Stanford Research Systems, modelo SR250.

El modo mas comun para registrar estas sefiales consiste en hacer un muestreo de un
voltaje de entrada durante un tiempo fijo a partir de una sefial “disparo” de entrada
(trigger).

El aparato consiste esencialmente [6] de un generador de ventanas (gate), un
integrador de ventana rapido, y un promediador exponencial movil.
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El generador de ventana, que puede ser disparado interna o externamente,
proporciona un retardo ajustable (delay) desde pocos nanosegundos a 100 milisegundos,
antes de que genere una ventana, también ajustable continuamente desde 2 ns a 15 ps.

El integrador de ventana de alta velocidad integra la sefial de entrada unicamente
durante el tiempo de ventana. La salida del integrador esta entonces normalizada por el
ancho de la ventana para proporcionar un voltaje proporcional al promedio de la sefial de
entrada durante el muestreo.

La técnica de promedio exponencial movil es tradicionalmente usada para mejorar
la relacion sefial/ruido de sefiales pequefias. Cuando una sefial promediada consiste de
muchas muestras con ruido, el promedio converge al valor medio de la sefial, y el ruido
converge a cero. En el caso de ruido de fondo tipo “ruido blanco” la razon sefial ruido se
incrementa como la raiz cuadrada del numero de muestras en el promedio. El promedio
exponencial movil cubre el rango desde 1 a 10,000 muestras.

4.2.5 Fotomultiplicador y fotodiodo.

El tubo fotomultiplicador [7] es un aparato fotosensitivo que consiste de un catodo
fotoemisivo (fotocatodo), un enfocamiento de electrones, un multiplicador de electrones y
un colector de electrones (anodo) en un tubo de vacio. Cuando la luz llega al fotocatodo,
éste emite fotoelectrones en el vacio. Estos fotoelectrones son dirigidos, a través de un
enfocamiento por voltaje, en direccion al mutiplicador de electrones (en nuestro caso es de
tipo jaula circular) donde los electrones son multiplicados por el proceso de emision
secundaria. Los electrones multiplicados son recolectados en el anodo como una sefial de
salida.

Debido al proceso de multiplicacion por emision secundaria los tubos
fotomultiplicadores son Gnicamente usados en aparatos fotosensitivos, actualmente usados
para detectar energia radiante en las regiones de espectro electromagnético que involucre el
ultravioleta, visible e infrarrojo cercano.

Nosotros usamos un fotomultiplicador marca Hamamatsu, modelo 1P21, con un
rango de deteccion de 300 a 650 nm, con fotocatodo de Sb-Cs, ventana de borosilicato, con
un voltaje maximo entre anodo y catodo de 1250 Volts y con una corriente promedio en el
anodo de 0.1 mA.

El tubo fotomultiplicador se monté en un contenedor (housing) marca Pacific
Instruments, modelo 3150RF, éste modelo es construido en una pieza solida cuadrada de
50.8 mm de lado, y 159.14 mm de altura de aluminio y nickel, proporciona un escudo
contra campos electrostaticos y alta conductividad.

Para alimentar al tubo fotomultiplicador se uso una fuente marca EG&G Ortec,
modelo 478, tipo modulo NIM con las siguientes caracteristicas: voltaje de salida de 0 a
2000 Volts, corriente de salida 1mA, resolucion 1 Volt, voltaje necesario de entrada 12 V
dcy SO mA, 24 Vdcy83 mA.

Un fotodiodo [8] es un dispositivo que hace uso del efecto fotovoltaico, es decir, de
un voltaje que cruza la union P-N de un semiconductor cuando la unién es expuesta a la
luz. El término fotodiodo puede ser ampliamente referido, incluso ain para baterias
solares, éste usualmente se refiere a sensores que detectan la intensidad de la luz.

El fotodiodo que usamos es tipo PIN marca Hamamatsu, modelo S$1722-02,
ventana de silica, muy sensible al UV y con un rango de sensibilidad de 190 a 1064 nm.

Para alimentarlo se usa una fuente de voltaje de 90 volts (construida con 10 pilas de 9 volts
cada una).
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4.2.6 Adquisicion de datos.

La tarjeta de adquisicién [9] es marca Advantech Co., Ltd., modelo PCL-812 de alta
velocidad, multifuncion, para IBM PC, XT, AT, y computadoras compatibles.

La razon maxima de muestreo A/D es de 30 KHz en modo DMA, con rangos
analogicos de entrada bipolar de: +/-1V, +/-2V, +/-5V, +/-10V, tiene 16 entradas-sencillas
analogicas. La tarjeta esta integrada en una PC 486 a 40 MHz. El software usado es el
Unkelscope para PCLabCards Advantech, copyright 1984 M.I.T, 1985, 1987.

4.2.7 Microceldas.

Normalmente las muestras biologicas que se obtienen son de concentraciones muy
pequeiias (UM, nM etc.), por lo que necesitamos un contenedor muy pequefio.

Conseguimos microceldas con capacidad de 210 pl y 825 pl, marca American
Instrument Company, modelo J4-8114 y J4-8137, de cuarzo (que evita absorcion de luz en
el UV) y trayectoria Optica de 3 mm y Smm respectivamente, en el area de bioquimica,
biofisica, y fisiologia celular del departamento de Ciencias de la Salud. Asi como diversos
reactivos, micropipetas, microscopio, puntas, etc.

Para fijar la celda en posicion unica, evitando errores de enfocamiento de la luz
emitida por la muestra, la celda se monto sobre una pieza circular (para poder girarla) con
un cuadro (cufiero) del mismo tamaiio que la celda, para poder quitarla y colocarla en el
mismo lugar, sin perder la posicion de alineamiento. Esta pieza se colocoé sobre una
montura comercial (Newport) con movimiento XYZ.

Finalmente cabria mencionar que empleamos dos lentes convergentes, dos espejos
especiales para UV, dos espejos para luz visible y diversas monturas, para el arreglo de
enfocamiento (ver la fig. 1, trayectoria del espejo a la entrada del monocromador).

4.3 Funcionamiento del sistema.

Se trabajo escencialmente con tres distintos arreglos. En el primero, mostrado en la fig.
1, se utilizé la luz laser UV (337.1 nm) para excitar la muestra. En éste arreglo el haz
emitido por el laser de nitrogeno se divide en dos partes, una parte de la energia igual a
0.27 mJ, se dirige directamente al laser de pigmento (como bombeo) el cual genera un haz
de A=454 nm (Cumarina 460) hacia el fotodiodo. En este elemento se produce una
transduccion de energia luminica (fotones) en energia eléctrica (electrones). La sefal
eléctrica se conecta al boxcar para disparar (trigger) el inicio de la deteccion de la sefial
generada en el fotomultiplicador (por la otra parte del haz). La otra parte del haz de energia
igual a 0.05 mJ se dirige a un espejo (UV) para enfocarse sobre la muestra. La luz reemitida
por la muestra pasa al monocromador e incide en el fotomultiplicador, otra vez se produce
una transduccidon de energia, la sefial eléctrica resultante entra al boxcar (para su
procesamiento) y finalmente se adquiere en la computadora como espectro (con tarjeta y
software).

En el segundo arreglo, mostrado en la figura 2, se necesitaba del uso de luz laser en el
visible (450 nm) para excitar la muestra. En éste arreglo el haz del laser de nitrogeno se
dirige directamente (como bombeo) al laser de pigmento, éste emite en A=454 nm usando
un pigmento comercial llamado Cumarina 460. El haz de saiida se divide en dos partes
iguales de 16 pJ de energia aproximadamente, una parte se dirige al fotodiodo y la otra
parte a la muestra (con un espejo) como en el caso del primer arreglo, repitiéndose el
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proceso de deteccion. La energia se midio con un medidor de potencia-energia, marca
Melles Griot, modelo 13PEMO00].

En el tercer arreglo la luz laser de 337.1 nm, se us6 tanto para excitar la muestra, como
para dispara el procesamiento de la sefial. Una parte de la seccion transversal del haz se
dirige hacia la muestra (aproximadamente el 80 %) y la otra parte se dirige al fotodiodo.
Este arreglo fue muy usado debido a que reduce la energia a la que trabajamos el laser de
nitrogeno (no tenemos que excitar el laser de pigmento), ya que solo necesitamos 50 pJ
para excitar la muestra, y esto reduce el ruido eléctrico que genera problemas en la tarjeta
de adquisicion (seccion 5.5).

Laser
de
Nitdgeno
Osciloscopio
Espejo Esgejo
I ™
]
4 s
il . Laser de
Monocromador b Lente Fotodiodg )
a4 pigmento
et Dmsor
Muestra
F2
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Promedi ador .
(Boxcar) Registro

Fig. 2 Arreglo experimental para el caso de longitud de onda de excitacién A=450 nm. En este caso
la misma longitud de onda excita la molécula e incide en el fotodiodo, después de ser dividido el haz
de salida del laser de pigmento.

Por ultimo describimos tres caracteristicas del sistema de enfoque. La primera se
refiere al enfocamiento (diametro minimo, cintura del haz) de la luz incidente sobre la
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muestra. Un calculo de la cintura del haz (beam waist) ya se hizo para el laser de nitrogeno
como fuente de excitacidn [4], nosotros tenemos las mismas condiciones (distancia focal
7.5 cm, A=337.1 nm y la cintura del haz w(;=0.5 cm), resultando en 89.4 pm

Ya que tenemos el enfocamiento quisiéramos muy poca expansion del haz sobre la
muestra (trayectoria Optica, seccion 1.3.3), para que la region de excitacion (de moléculas o
células) sea homogénea. Una medida para cuantificar esto es a través del rango de
Rayleigh [10], el cual se define como la distancia a la cual el haz se ha expandido la raiz
cuadrada de dos por la cintura del haz, después de la cintura del haz. En nuestro caso, con
un calculo sencillo que involucra la divergencia del haz del laser de N; (seccion 3.2.1),
encontramos que el rango de Rayleigh es del orden de 5 mm, si sabemos que nuestra celda
mide 3 mm de trayectoria Optica (seccion 3.2.7) entonces estamos seguros de una
excitacion homogénea.

La altima consideracion se refiere al arreglo de enfoque para la luz emitida por la
muestra hacia la rendija del monocromador (ver fig.3). Para capturar la mayor cantidad de
luz emitida por la muestra, la celda deberia colocarse exactamente en el lugar de la rendija
del monocromador. Esto es fisicamente imposible, sin embargo, se usé una lente
convergente de distancia focal de 25.4 mm, colocada a una distancia de 50.8 mm de la
entrada de la rendija, a ésta misma distancia (en la misma direccion, pero sentido contrario)
pasa el haz que excita la muestra (ahi se produce la emision de luz por la muestra, linea de
fluorescencia). Con este arreglo la imagen formada en la rendija es igual a la linea de
fluorescencia de la muestra, figura 3, ya que con éste arreglo se logra una magnificacion
igual a la unidad (es decir, la imagen formada es igual al objeto real), y ademas se produce
aberracion minima [11].

L
PT
P
RENDLJA mu.(;ﬁ f LINEA DE
FLUORESCENCIA
LENTE

Fig. 3 Arrcglo usado para el enfocamiento de la luz emitida por la
muestra.

Vale la pena mencionar que debido al arreglo espacial de los componentes del
sistema de espectroscopia, Gnicamente 200 pum de los 3 mm (de largo) de la linea de
fluorescencia entran en el monocromador, es decir, solo el 6.6 % de la seiial total, fig. 4.
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Fig. 4 Imagen de la linea de fluorescencia formada en
la entrada de la rendija del monocromador.

4.4 Preparacion de muestras.

Las muestras de sangre se obtuvieron de individuos voluntarios aparentemente
sanos, se extraen 3 ml de sangre, a través de venipuntura habitual, con jeringa previamente
heparinizada (con 0.3 ml de heparina). Las células mononucleares de sangre periférica
fueron separadas de las otras células sanguineas por la técnica de centrifugacion con
gradiente de densidad. En nuestro caso empleamos como gradiente de densidad ficoll
(densidad 1.077 gr/ml, osmolaridad isotonica) para humano (microlab), centrifugamos a
3000 r.p.m. durante 30 min. Después de centrifugar se forman las siguientes capas de arriba
hacia abajo del tubo: plasma, mononucleares (monocitos y linfocitos), gradiente de
densidad, basofilos, neutrofilos y eritrocitos junto con los eosinofilos. Con una pipeta
Pasteur se extrae completa la segunda capa, y se coloca en otro tubo limpio, se le agrega
solucion salina (Na 150 mM, hepes 10 mM, ajustada a pH= 7.4 con hidroxido de sodio) y
se centrifuga durante 10 min. a 3000 r.p.m., para lavar las células. Finalmente queda una
capa compacta de células mononucleares formada en el fondo del tubo. Se tira la solucion
salina y se agrega la cantidad necesaria de solucion fisiologica, segun el disefio del
experimento (ya que esta cantidad produce en principio la concentracion celular), y se
resuspenden las células (con pipeta Pasteur) con mucho cuidado para evitar daiarlas.

Entonces, las células se encuentran en solucion fisiologica, cuando se obtiene el
espectro de fluorescencia, que contiene: NaCl 160 mM, KCl 4.5 mM, CaCl, 2 mM, MgCl,
1 mM, Hepes 5 mM, pH=7.4 ajustado con hidroxido de sodio. Esta solucion intenta
reproducir la osmolaridad del plasma sanguineo, para evitar que las células sufran cambios
osmoticos bruscos. Por lo tanto, fue necesario obtener espectros de fluorescencia de la
solucion fisiologica sola (también obtuvimos espectros de solucion PBS sola), encontrando
que la fluorescencia de la solucion depende de la intensidad de la luz de excitacion (laser de
nitrogeno, seccion 5.4). Por lo que procuramos obtener los espectros de fluorescencia con
valores de energia alrededor de 50 pJ. Si consideramos un haz de seccion transversal
mrcular con didmetro igual a 89.4 um, entonces la densidad de energia es igual a 0.00196
J/mm?, es decir solo tenemos bioestimulacion (seccion 3.5, tabla 1).
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De la muestra obtenida, se extraen 100 pl y se colocan en la microcelda. Antes y
después de obtener el espectro de fluorescencia se mide la viabilidad de las células, por
exclusion de azul de tripano, en un microscopio de contraste de fase, corroborando que las
células estén vivas en un porcentaje de mas de 98 %. Cuando fue necesario, el conteo
celular se hizo con una camara Neubauer [12].

Mediante la técnica descrita anteriormente, aplicada a la sangre extraida a
individuos, a través de venipuntura, se obtienen células linfocitos T y B, y monocitos.
Sabemos que del 60 al 80 % son linfocitos, del 20 al 40 % son monocitos y del 1 a 4 % son
células polimorfonucleares. Aproximadamente de 1ml de sangre, se obtienen entre 1y 2
millones de células mononucleares [13].

El obtener un solo tipo celular es un proceso complicado y tardado [14], por lo que
decidimos, en éste nivel, trabajar con las tres clases de células, ésta asuncion es usada en
algunos trabajos sobre fluorescencia de leucocitos [15].

También obtuvimos muestras con células mononucleares de rata de la cepa wistar.
La técnica es similar a la anteriormente descrita para células de humano. Primero se
anestesia el animal (joven o adulto) con éter, se obtiene por puncidn cardiaca entre 2y 4
ml de sangre. Siempre debe evitarse producir burbujas en la sangre o intentar extraer la
sangre de otro lugar que no sea el corazon (o alguna arteria principal), ya que esto produce
hemolisis.

A continuacion en un tubo limpio se coloca el gradiente de densidad, en nuestro
caso usamos dos tipos nycodenz [16] para células animales (densidad 2.1 gr/ml y
osmolaridad de 265 mOsmol) y ficoll para humano (densidad 1.077 gr/ml, osmolaridad
isotonica) se agrega la sangre con cuidado de tal forma que no penetre el gradiente. Se
centrifuga 15 min. a 2500 r.p.m. Nosotros probamos diversas alternativas, por ejemplo
usamos dos tipos de gradiente, centrifugamos entre 15 a 20 min. Los mejores resultados los
~ obtuvimos con gradiente ficoll y 18 min. de centrifugacion a 2500 r.p.m.. También se
lavaban las células como en el caso anterior, con solucion salina.
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Capitulo 5 Resultados experimentales.

5.1 Introduccion.

Durante el desarrollo del sistema de espectroscopia de fluorescencia laser, fuimos
realizando espectros en diferentes muestras, éstos los haciamos sin necesidad de tener todo
el sistema completo (de hecho todavia le falta un compresor pequefio al laser de nitrogeno).

Empezamos trabajando con cristales de halogenuros alcalinos dopados con
impurezas como Eu'’, Eu™" y Mn"" juntos, crecidos y caracterizados [1] en el area de
Fenomenos Opticos y Transporte de la Materia. Estos cristales, dependiendo de la
concentracion de las impurezas, pueden ser muy fluorescentes, con algunos de ellos
hicimos espectros muy bien definidos y reproducibles. También hicimos espectros de
pigmentos organicos como el stilbene y la rodamina 460 [2].

Antes de que nuestro sistema de espectroscopia quedara terminado, realizamos
algunos experimentos en el Laboratorio de Optica Cuantica del area de Fenomenos Opticos
y Transporte de la Materia. Obtuvimos espectros de fluorescencia del NADH a diferentes
concentraciones en un sistema como el mostrado en la figura 1.

=l PT CONTROL
ESPECTROMETRO DEL
MUESTRA ESPECTROMETRO
LENIE
ESPEIO LASER DE N&:YAG
[ 1 A = 355mm
BOXCAR CONSOLA
Y
FUENTE ]
DE ALTO
VOLTAJE
GRAFICADOR DEL LASER

Figura 1. Sistema de espectroscopia laser con el que trabajamos en el laboratorio de Optica
Cuantica. PT representa el fotomultiplicador, en el cuadro del boxcar esta integrada la
fuente de voltaje del fotomultiplicador.

- En éste sistema la fuente de luz es un laser de Nd: YAG (YAG como abreviatura del
ingles Yttrium-aluminum-garnet; granate de aluminio e itrio, dopado con neodimio), éste
laser emite normalmente a una longitud de onda de 1064 nm (IR) pero a través de
conversiones no lineales de frecuencia también emite a 532 nm, 355nm y 247 nm. El laser
de Nd:YAG es de emision pulsada, tiene un sistema electronico mediante el cual genera un
pulso eléctrico de salida (cercano a 10 volts), éste pulso eléctrico se uso para iniciar
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(trigger) el procesamiento de la sefial de fluorescencia en el boxcar. El espectrometro
(monocromador) tiene una resolucion de 0.01 nm.

Nosotros trabajamos con A= 355 nm, con frecuencia de pulsos de 10 Hz para excitar
las moléculas de NADH en solucion acuosa a pH=7.2 y temperatura ambiente.
Obteniéndose espectros bien definidos y acordes con los reportados.

En éste capitulo presentamos los resultados obtenidos con nuestro sistema de
espectroscopia laser. Iniciamos con el analisis de espectros de absorcion y fluorescencia de
moléculas de NADH y FAD. Después obtuvimos espectros de absorcion y fluorescencia de
células de rata. Para finalmente presentar el espectro de fluorescencia de leucocitos
mononucleares de humano en diversas circunstancias para su caracterizacion.

5.2 NADH Y FAD.

Por razones previamente discutidas (seccion 3.3) empezamos nuestro trabajo con el
estudio de las propiedades espectroscopicas de moléculas de NADH y FAD.

Sabemos que el pH intracelular, fundindose en ocasiones en valoraciones
indirectas, suele variar entre 4.5 y 7.4 segin las células, con promedio de 7.2. Por lo que a
las soluciones acuosas preparadas de moléculas de los dos dinucleétidos se les ajusto el pH
a 7.2, antes de obtener sus espectros de absorcion y fluorescencia.

De moléculas de NADH obtuvimos los espectros de absorcion y de fluorescencia.
El espectro de absorcion aparece en la grafica 1, fue adquirido con un espectrometro
comercial Cary-5E,UV-Vis-cercano IR en el 4rea de Quimica inorgéanica, departamento de
Quimica, la referencia fue agua desionizada, y a un barrido de 600 nm/min.

NADH

Absorbancia

1 I 1 1 1 1
200 250 300 350 400 450 500

A en nm

Grifica 1. Espectro de absorcion de 1a molécula de NADH
a pH=7.2, 1x10 10 My temperatura ambiente.

El espectro se obtuvo en solucion acuosa a pH=7.2, temperatura ambiente, y
concentracion de 1.4x10™* M. El espectro obtenido es igual al comiinmente reportado [3].
Para obtener éste espectro empezamos con concentraciones altas 10, con un célculo

simple D=6.27 e 1;=0.5x10™ %. A estas concentraciones no cumple con los requerimientos
para medidas finas, (seccion 2.4) y es de esperarse que no se defina claramente, la primera
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banda de absorcion. Fuimos diluyendo hasta observar el espectro completo a una
concentracion de 1.4x10” M (en este caso D= 0.87 e I, =13.27 %). El espectro tiene dos
maximos de absorcion en 260 y 340 nm.

El espectro de fluorescencia fue obtenido con nuestro sistema de espectroscopia
laser, grafica 2. También éste espectro coincide con los reportados y con los realizados en
el sistema con el laser de Nd : YAG.

NADIL

1.0

0.5+

Intensdad u. a.

0.0 T T T T T
380 420 460 500 540 580

A en nm

Grifica 2. Espectro de Fluorescencia de moléculas de NADH
a pH=7.2, concentraci6n a 10 M y temperatura ambiente.

El espectro de fluorescencia es una representacion de la distribucién de intensidad
de la radiacion electromagnética, emitida por una muestra de sustancia, en funcion de la
longitud de onda (seccién 1.1). En éste trabajo en el eje de las abscisas siempre tendra la
longitud de onda en nm, y en el eje de las ordenadas la intensidad de la fluorescencia en
unidades arbitrarias u. a. (seccion 1.3.3).

Normalmente, para ambos espectros, la preparacion en solucién acuosa se realizd
con una combinacion de amortiguadores Trizma y Mes como indica Sigma Chemical
Company [4], el NADH adquirido tiene una pureza de aproximadamente 98 %.

El espectro de fluorescencia se obtuvo con longitud de onda de excitacion de 337.1
nm, la frecuencia de repeticion fue de 4 Hz (en al laser de nitrogeno).

La velocidad de barrido en el monocromador fue de 20 nm/min, con 200 pm en la
apertura de la rendija, tanto de entrada como de salida (las dos se modifican en la misma
magnitud con un solo control).

La fuente de alto voltaje que alimenta el fotomultiplicador se ajusté a 950 volts.

El integrador-promediador (boxcar) se trabajo a 15 ps de ventana y 300 muestras,
obviamente en el selector de disparo (trigger) externo.

La adquisicion se realizo a 1 Hz de muestreo.

El espectro tiene una sola banda de emisién con maximo alrededor de 460 nm.

El espectro de fluorescencia fue facilmente obtenido, con nuestro sistema, ya que la
seilal es intensa. El NADH es un fluoréforo muy conocido y empleado para el analisis de
procesos enzimaticos.
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De moléculas de FAD obtuvimos los espectros de absorcion y de fluorescencia. El
de absorcion se muestra en la grafica 3, fue tomado bajo las mismas condiciones y con el
mismo equipo que el espectro de absorcion del NADH.
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Grifica 3. Espectro de absorcion de 1a molécula de FAD
a pH=7.2, concentracién de 10" M y temperatura ambiente.

El espectro se obtuvo en solucion acuosa a pH=7.2, temperatura ambiente y
concentracion de 10* M. Tiene tres maximos de absorcién en 265, 375, y 450 nm. El
espectro de fluorescencia fue adquirido en nuestro sistema, grafica 4. Se obtuvo bajo las
mismas condiciones y parametros que el espectro de fluorescencia del NADH.
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Grifica 4. Espectro de fluorescencia de la molécula de FAD
a pH=7.2, concentracién de 10 y temperatura ambiente.

Para ajustar el pH se usaron, como en el caso del NADH, la combinacion de
dos amortiguadores. La pureza reportada por Sigma es de 96 %. El maximo esta en 530 nm,
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También obtuvimos un espectro del FAD excitando con longitud de onda A=454
nm, ya que como podemos apreciar en la grafica 3, hay una banda de absorcion
conteniendo ésta longitud de onda. El espectro se muestra en la grafica 5.
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Grifica 5. Espectro de fluorescencia de 1a molécula de FAD,
pH=7.2, concentracién 10 M y temperatura ambiente.

Los parametros son los mismos que en el caso del espectro del NADH, solo que la
rendija del monocromador se abrid a 300 um. El maximo esta en 530 nm.

Los resultados obtenidos en éstos dos espectros de fluorescencia confirman, por un
lado, las propiedades conocidas de las moléculas fluorescentes (seccion 1.3.3), y por otro
lado, el hecho de poder sintonizar nuestro sistema a dos diferentes longitudes de onda
(337.1 nm y 454 nm) de excitacion.

5.3 Espectroscopia de fluorescencia liser en leucocitos mononucleares in vivo

de rata.

La espectroscopia de fluorescencia es una técnica ampliamente usada en biologia y
medicina, ya que proporciona informacion util acerca de substratos biologicos, tanto de sus
propiedades fisico-quimicas como de la cantidad de sustrajo presente.

Esencialmente podemos emplear ésta técnica de dos formas. La primera a través de
fluortforos exdgenos, como marcadores biologicos que se acumulan de manera preferente
en ciertas células. La segunda, y més recientemente usada, consiste en usar las propiedades
fotofisicas de biomoléculas y bioestructuras. Varias moléculas biologicas exhiben
‘fluorescencia, cuando se irradian con luz a una adecuada intensidad y longitud de onda
(fluorescencia natural o autofluorescencia), que puede cubrir el rango espectral entre el
cercano UV y el visible, ain en ausencia de fluoroforos exogenos.

Los fluoréforos de éste tipo, ya mencionados (seccion 1.4 y 3.3), se pueden
clasificar en: 1) biomoléculas responsables del arreglo estructural de las células y tejidos
como la colagena, la elstina y las proteinas debido a la presencia de residuos aminoacidos
(triptofano, tirosina y fenilalanina), 2) biomoléculas involucradas en procesos metabolicos
y funcionales tales como el NADH, FAD, y flavinas.
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Un cambio en el estado del tejido, que puede ocurrir durante los procesos
fisiologicos o asociado con condiciones patologicas, pueden modificar la concentracion y
distribucion de los fluordforos e inclusive las propiedades fisico-quimicas de sus
alrededores.

En nuestro caso siempre generamos autofluorescencia con laser. Este procedimiento
tiene la ventaja de no introducir moléculas extrafias a la célula, se conoce en inglés por
LIAFS (Laser-induced autofluorescence spectroscopy) [5].

El motivo de emplear leucocitos de rata en nuestros experimentos, se debiod
principalmente a que desedbamos demostrar que podiamos detectar la sefial de
fluorescencia con nuestro equipo en materia viva, asi como para empezar a adquirir
experiencia en todo el proceso que implica realizar espectroscopia en células (desde la
obtencion de la muestra hasta la realizacion del espectro de fluorescencia). No podemos
justificar en principio razones biolégicas para emplear los leucocitos de éste mamifero.

A continuacion mostramos el espectro de absorcion de células mononucleares de
rata, a una concentracion celular 6ptima, adquirido en el mismo espectrofotémetro que el
empleado para las moléculas de NADH y FAD.

Mononucleares de rata.
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Grifica 6. Espectro de absorcion de células mononucleares de
rata en sol. fisioldgica a pH=7.4 y temperatura ambiente.

Aqui podemos apreciar un maximo en 240 nm. Hay que notar que el valor de la
absorbancia es significativo a la longitud de onda que normalmente usamos para la
obtencion de los espectros de fluorescencia 337.1 nm, su valor es de 0.4. Pero también
tenemos valores importantes a longitud de onda de 375 nm (0.3) y 450 nm (0.2).

A A =337.1 nm podemos monitorear el NADH, y a A = 375 o 450 nm podemos
monitorear muy selectivamente el FAD, debido a que si excitamos con A = 450 nm
unicamente, en principio, las moléculas de FAD absorberian ésta radiacion (ver grafica 3).
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En este trabajo empleamos de manera preferente A =337.1 nm como fuente de
excitacion celular en los espectros de fluorescencia obtenidos de células sanguineas
mononucleares, es decir intentamos monitorear el NADH.

Uno de los primeros espectros de fluorescencia de células mononucleares de rata se
muestra en la grafica 7. Cabe mencionar que normalmente se observaban las células al
microscopio de contraste de fase, en la camara de Neubauer con azul de tripano, para
constatar la viabilidad celular (del orden de 98 %)).

Mononucleares de rata.
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Grifica 7. Espectro de fluorescencia laser de células mononucleares,
Aexc=337.1 nm, en solucion fisioldgica, pH=7.4 y temperatura ambiente.

El espectro fue obtenido con un barrido del monocromador de 20 nm/min y la
rendija estaba abierta a 300 um. El voltaje de alimentacion del fotomultiplicador fue de
1000 volts. El boxcar se ajusto a 50 mV de sensibilidad, 15 ps de ventana y 100 muestras, y
la adquisicion se hizo a 1 Hz.

En el espectro se pueden apreciar dos maximos en 358 nm y 438 nm, de diferente
intensidad y ancho medio espectral. El ancho medio espectral del primer pico es de 6 nm y
del segundo de 56 nm aproximadamente.

Del primer pico no sabemos que molécula (o moléculas) es la responsable (quiza
proteinas conteniendo triptofano). El segundo pico o banda de emision se puede asociar a la
emision fluorescente del NADH.

El tiempo que tardamos en obtener un espectro es del orden de 20 min, a 10 nm/min
de 350 a 550 nm, de 10 min a 20 nm/min de 350 a 550 nm, etc. Como los mononucleares
estan en solucién fisiologica, nos preocupaba que el espectro fuera afectado por la
velocidad de sedimentacion de las células [6]. Por lo que obtuvimos espectros a diferentes
tiempos de la misma muestra, grafica 8.
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Grifica 8. Comparacion de los espectros de fluorescencia
tomados a diferentes tiempos. En sol. fisiologica pH=7.4

Los espectros fueron tomados a 20 nm/min y 200 um en el monocromador. Con
1000 volts en el fotomultiplicador. A 50 mV de sensibilidad, 15 us y 100 muestras en el
boxcar, y 1 Hz en la tarjeta de adquisicion.

La grafica muestra como va disminuyendo la sefial de fluorescencia en el transcurso
del tiempo (las células van sedimentando). En todos los espectros obtenidos posteriormente
a éste (siguiente seccion) decidimos después de colocar las células (cuando las células se
colocan en la microcelda con una micropipeta, el proceso implica una resuspension)
adquirir inmediatamente el espectro, o si la muestra por algun motivo permanece mucho
tiempo sin moverse, entonces antes de tomar el espectro resuspendemos las células con una
micropipeta.

Esta grafica obtenida a partir de varios espectros de fluorescencia nos permiti6
adquirir experiencia en el manejo del sistema trabajando en células.

Para evaluar la sensibilidad de nuestro sistema decidimos obtener espectros a
diferentes condiciones de adquisicion en la sensibilidad del boxcar, a 10, 20, y 50 milivolts,
en la misma muestra. A 20 nm/min, 450 um en el monocromador, 920 volts en el
fotomultiplicador (para evitar lo mas posible ruido eléctrico, pero sin perder sensibilidad en
el fotomultiplicador). Con 15 ps “gate” y 300 muestras en el boxcar, y a 1 Hz en la
adquisicion.

En la grafica 9 se presenta la comparacion de tres espectros tomados a diferente
sensibilidad.
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Grifica 9. Comparacién de los espectros de fluorescencia a
diferente sensibilidad. En sol. fisiolégica pH=7.4

En esta grafica se pueden apreciar los dos maximos tipicos encontrados, el primero
en 358.9 nm y el segundo en 453.4 nm (promedio), con anchos de 2.5 nm (promedio) y
57.2 nm (promedio) respectivamente. Es claro que la sensibilidad mejora al disminuir el

voltaje en el sistema del integrador—promediador.

Finalmente mostramos, en la grafica 10 espectros de células mononucleares de rata
contaminadas con membranas celulares, lo cual puede ocurrir cuando centrifugamos a
valores elevados en la velocidad angular (esto produce el rompimiento celular y por lo tanto
contaminacion por membranas celulares e inclusive probablemente por moléculas

intracelulares).
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Grifica 10. Espectro de fluorescencia, con alta contaminacién de
membranas de las mismas células. Debido al rompimiento celular,
en sol. fisiologica a pH=7.4 y temperatura ambiente.
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Este espectro se adquiri6 a 50 nm/min, 250 pum en el monocromador. Al
fotomultiplicador a partir de éste espectro ya no se le cambio el voltaje de alimentacion
(920 Volts). También en el boxcar se dejo fijo el tiempo de ventana (15 ps) y el nimero de
muestras siempre fue de 300 o 100. Para éste espectro la sensibilidad fue de 20 mV y la
adquisicion a 0.1 Hz. Se pueden apreciar dos pequefios picos a 358 y 371 nm, y una
aparente banda con maximo en 422 nm.

A continuacion se abrio la rendija a 300 pm y se adquiri6 la gréfica 11.
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Grifica 11. Espectro de fluorescencia, con alta contaminacion de
membranas de las mismas células. Debido al rompimiento celular,
en sol. fisiologica a pH=7.4 y temperatura ambiente.

En éste espectro también se puede apreciar dos maximos pequefios a 358 y 372 nm
y se distingue mejor la banda asociada al NADH con méximo en 423 nm. El pico a 372 nm,
aparece apenas perceptible en los espectros anteriormente mostrados, por lo que lo
asociamos a moléculas presentes en las membranas celulares.

S.4 Espectroscopia de fluorescencia liser en leucocitos mononucleares in vivo
de humano.
»La siguiente grafica (grafica 12) muestra un espectro de leucocitos mononucleares
de humano en solucion fisiologica a pH=7.4, y temperatura ambiente. Adquirido a 50
nm/min y 300 um en el monocromador, 20 mV de sensibilidad, y a 10 Hz.

En ésta grafica se comparan cuatro diferentes espectros tomados a diferentes
voltajes de alimentacion del laser de nitrogeno [7], es decir, a diferentes energias de
excitacion de las células. Como se dijo anteriormente el laser de nitrégeno no es comercial,
por lo que no tenemos una especificacion estricta de la energia, tampoco tenemos medidor
de energia en este rango tan pequefio de energias. Sin embargo, en ésta grafica, todos las
energias empleadas son menores a 50 uJ (a través de medidas indirectas), estos valores de
energia son normalmente empleados cuando se trabaja con tejido celular [5,8].
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Grifica 12. Comparacion de espectros de fluorescencia a
diferentes energias de excitacion.

La linea negra corresponde al mayor voltaje de descarga del laser [7] (28 en la
caratula de la fuente de voltaje del laser), sigue la linea roja (25 en la caratula), después la
verde (20 en la caratula) y al final la azul (15 en la caratula). De manera similar a las células
de rata, se pueden apreciar dos maximos, el primer pico tiene su maximo en 358 nm y la
banda ancha de emision la tiene en 433.5 nm (promedio).

La cantidad de células fue de aproximadamente 21600, en un volumen de 120 pl. La
medida o contaje se hizo en una cimara de Neubauer; el error tipicamente asociado es del
12 al 20 % en el contaje manual [9], empleando azul de tripano y un microscopio de
contraste de fase. Con las células de este donador, realizamos los espectros de la grafica 13
y 14.
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Grifica 13. Diferentes concentraciones celulares, en sol. fisiologica
a pH=7.4 y temperatura ambiente.
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En la grafica 13 se puede apreciar la gran diferencia entre espectros a diferentes
concentraciones celulares. El primer pico del espectro a alta concentracion, se encuentra en
358.3 nm (ancho de 4 nm) y la banda de emision asociada al NADH no esta definida (o
empieza a definirse). El primer pico del espectro de baja concentracion celular se encuentra
en 358.9 nm (ancho de 3.5 nm) y la banda ancha de emision tiene su maximo en 441 nm.
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Grifica 14. Espectro de fluorescencia tipico de células mononucleares
(linfocitos y monocitos) de humano a una concentracién apareniemente
6ptima. En sol. fisiolégica a pH=7.4 y temperatura ambiente.

El espectro de la grafica 14 se obtuvo a una concentracion celular entre 2,000 y
9,000 células en 120 pl de solucioén, se formo asi la suspencion celular que se coloco en la
microcelda de 825 pl de capacidad El espectro de fluorescencia de mononucleares consta
de dos méximos, un pequefio pico con maximo en 358 nm (y ancho de 3 nm) y una banda
ancha de emision con maximo en 434 nm (y ancho de 70 nm aproximadamente).

Este rango de concentracion celular es el 6ptimo encontrado para obtener espectros
de fluorescencia bien definidos, sin olvidar que debemos tener una preparacion adecuada de
las muestras.

Se obtuvo a 50 nm/min y 300 pm en el monocromador (las bandas de emision de
fluorescencia del tejido normalmente son anchas por lo que este valor no es inadecuado), a
20 mV de sensibilidad y a 10 Hz en la adquisicion.

En ocasiones pueden surgir problemas, aparte de alta concentracion celular, cuando
la preparacion celular no esta completamente limpia. Esto produce que haya en la muestra,
ademas de las células mononucleares, gran cantidad de bacterias e inclusive en alguna
ocasion tuvimos levaduras.

Las posibles causa de la contaminacion pueden ser soluciones contaminadas, tubos
para centrifugacion sucios e inclusive algun reactivo contaminado (como el ficoll, la
heparina, etc.,).

En la grafica 15 se muestran dos espectros de células mononucleares altamente
contaminadas con bacterias y levaduras.
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Grifica 15. Espectros de células contaminadas con bacterias

y levaduras. Tomados cambiando 1a apertura de la rendija del
monocromador.

En este espectro se aprecian tres maximos, aparece un segundo pico como en el caso
de las células de rata contaminadas con membranas celulares. Los maximos estan en 358 nm,
372 nm, 432.2 nm (linea negra) y 437.6 nm (linea gris), los dos primeros estan en la misma
posicion que los de células de rata contaminadas con membranas (ver graficas 10 y 11). El
espectro de la grafica 16 es solo de la banda ancha, con méximo en 437.6 nm, asociado a la
emision de moléculas de NADH.
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Grifica 16. Banda ancha de emisién sola, del espectro en color
negro de la grafica 14, 350 um en la rendija del monocromador.
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El siguiente experimento consistio en obtener espectros de fluorescencia a alta
energia de excitacion, mayor a 50 pJ (aproximadamente entre 60 y 100 nJ). Esta energia
produce fluorescencia de la solucion fisiologica (donde estan inmersas las células), por lo
que empleamos otra solucion menos fluorescente a esta intensidad de energia, llamada PBS
(del inglés phosphate-buffered saline). Al igual que la solucion fisiologica evita un choque
osmotico de las células y les proporciona un medio optimo para su estabilidad.

Se obtuvo una serie de espectros en los cuales se modifico la concentracion celular.
Se tomo6 también el espectro de fluorescencia de la solucién PBS solamente. A todos los
espectros obtenidos se les restd el espectro de la solucion PBS sola, para observar la
contribucion real a la seifial de fluorescencia producida por los leucocitos, grafica 19.

Antes de mostrar la grafica 19, conviene presentar las graficas 17 y 18 que muestran
espectros de fluorescencia de células mononucleares de humano (sin restarle el espectro de
la sol. PBS) y la solucion PBS sola respectivamente (ambos espectros tienen en los ejes
coordenados la misma escala).
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Grifica 17. Espectro de fluorescencia de células
mononucleares tipico, en solucién PBS
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Gréfica 18. Espectro de fluorescencia de solucién
PBS sola, pl1=7 4, temperatura ambiente.
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Mononucleares de humano.
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Grifica 19. Comparacion de espectros a diferente concentracion
celular, en solucion PBS a pH=7.4 y temperatura ambiente.

La grafica 19 representa cuatro espectros a diferentes concentraciones celulares. La
intensidad de fluorescencia es proporcional a la concentracion, es decir, la mayor
concentracion es la linea negra y la menor la azul claro. Desgraciadamente en este
experimento no tenemos datos del numero de células. Podemos notar el comportamiento de
las dos curvas de baja concentracién, el ancho de la banda de emisiéon es mas grande
respecto a la banda de las curvas a mayor concentracion. Sin embargo el comportamiento
espectral es muy similar, con dos maximos, el primero en 357 nm (promedio) y el segundo

en 446 nm (promedio).
Finalmente mostramos los espectros de células mononucleares de humano, que

consideramos se obtuvieron bajo las mejores condiciones graficas 20, 21 y 22.
Mononucleares de humano.
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Griafica 20. Estructura espectral tipica de células mononucleares
de individuos aparentemente sanos.

60



Este espectro fue obtenido a 20 nm/min y 400 um en el monocromador, 950 Volts
en el fotomultiplicador; 50 mV de sensibilidad, 15 ps de ventana y 100 muestras en el
boxcar; y a 1 Hz en la adquisicion.

Tenemos dos méximos, uno en 358 nm con ancho de 3 nm, y el otro en 430 nm
(dependiendo de la velocidad de barrido en el monocromador) con ancho de 75 nm.

Mononucleares de humano.
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Grifica 21. Estructura espectral tipica de células mononucleares
de individuos aparentemente sanos.

En éste espectro (grafica 21) se cambid en el monocromador la velocidad de barrido
a 50 nm/min y en la rendija 500 pm. Asi como a 700 volts en la fuente que alimenta el
fotomultiplicador, respecto a la grafica 20.

Tenemos dos maximos, uno en 359 nm con ancho de 3 nm, y el otro en 442 nm
(dependiendo de la velocidad de barrido en el monocromador) con ancho de 63 nm.

En la siguiente grafica (grafica 22) se comparan dos espectros, el de menor
intensidad se obtuvo con el haz laser incidiendo en la suspension celular, y el de mayor
intensidad se obtuvo, esperando que las células sedimentaran y formaran una capa en el
fondo de la microcelda (de aproximadamente 1 mm de espesor, vista al microscopio),
dirigiendo el haz laser a la capa de células en el fondo de la microcelda. Normalmente €l haz
laser incide en la microcelda a una altura de 2 mm a partir del fondo de la celda (sin
considerar el espesor del cuarzo), por lo que inicamente tuvimos que hacer descender el haz
alrededor de un milimetro, con el espejo para UV para incidir directamente sobre la capa de
células.

Ambos espectros se obtuvieron a 20 nm/min y 200 pm en el monocromador, 920
volts en el fotomultiplicador; 50 mV de sensibilidad, 15 ps de ventana y 100 muestras en el
boxcar; y a 1 Hz en la adquisicion.

Siempre tenemos dos maximos, uno en 358 nm con ancho de 3 nm, y el otro en 442
nm (dependiendo de la velocidad de barrido en el monocromador) con ancho de 70.5 nm.
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Mononucleares de humano.

— 4 ser sobre la capa de celulas
2.0+
— li ser sobre la suspensio n celular
o
. 1.5+
=
3
= 1.0
W
8
|
0.5
0.0

¥ 1 T I I 1
350 380 410 440 470 500 530

A en nm

Grifica 22. Comparacion de espectros de fluorescencia
con ¢l haz en la suspencién celular y con el haz sobre la
capa de células.

Posiblemente podriamos obtener la sefial de fluorescencia de leucocitos
sedimentados en todos nuestros experimentos, debido a que nuestro sistema de conteo
celular introduce errores significativos cuando se igualan concentraciones celulares.

Con esta misma muestra de células, obtuvimos espectros de los dos maximos
separados, con barridos de 355 a 365 nm y de 370 a 550 nm respectivamente, y ambos los
comparamos con los maximos del espectro de células de rata en la grafica 23 y 24.
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Grifica 23. Comparacion entre la fluorescencia de

mononucleares de humano y de rata.

En esta grafica se puede apreciar la concordancia en la longitud de onda de emision
de ambos tipos de células. La intensidad de fluorescencia no indica nada, debido a que no
sabemos la concentracion celular de ambas muestras.
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Grifica 24. Comparacion entre la fluorescencia de
mononucleares de humano y de rata.

En esta grafica se puede apreciar la concordancia en la longitud de onda de emision
de ambos tipos de células. La intensidad de fluorescencia no es relevante, debido a que no
sabemos la concentracion celular de ambas muestras.

En la siguiente grafica (grafica 25) se compara el espectro de fluorescencia de
moléculas de NADH (gréfica 2), con el espectro de fluorescencia del segundo maximo de
mononucleares (espectro en linea negra de la grafica 24), obtenidos en el rango de 380 a 600
nm.
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Grifica 25. Comparacion de la fluorescencia emitida por
moléculas de NADH en sol. acuosa pH=7.2 y células mononucleares
de humano en sol. fisiologica pH=7.4. Temperatura ambiente.
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En ésta grafica los maximos estan en 445 nm en el espectro de las células y 460 nm
para el del NADH. La banda de emision es claramente mas ancha en las moléculas NADH.
No obstante que nosotros estamos excitando muy selectivamente al NADH con 337.1 nm
(maximo de absorcion en 340 nm).

En cuanto a la intensidad relativa de las dos curvas no se obtiene informacion
relevante, debido a que no tenemos datos precisos de la concentracion de NADH en células
mononucleres de humano.

El corrimiento de alrededor de 15 nm hacia mayores frecuencias se puede explicar,
en primera instancia, considerando que el medio interno de la célula, en donde se encuentra
el NADH, tiene polaridad diferente al de la solucion del NADH [10-11]. Sin embargo
también debemos tener muy claro que el NADH se encuentra dentro de las células junto con
una cantidad extraordinariamente grande de otras moléculas. Esto también puede producir
apagamiento [11], y por lo tanto reducir la emision de fluorescencia.

5.4 Discusién.

Como mencionamos en el capitulo 4, éste trabajo inicia desde el armado del sistema
de espectroscopia de fluorescencia laser y termina caracterizando el espectro de
fluorescencia de células sanguineas (leucocitos mononucleares) in vitro de humanos adultos,
aparentemente sanos.

En el laboratorio de biofisica del area de ingenieria biomédica no teniamos
experiencia previa en espectroscopia, por lo que hemos aprendido a optimizar el sistema
durante el desarrollo de éste trabajo.

Iniciamos reproduciendo espectros bien caracterizados de cristales de halogenuros
alcalinos dopados con impurezas. Después reproducimos espectros de fluorescencia de
pigmentos organicos en solucion principalmente de etanol.

También como ya dijimos al inicio de éste capitulo, trabajamos en el laboratorio de
optica cuantica con un sistema de espectroscopia laser y obtuvimos espectros de moléculas
de NADH en solucion acuosa. Ademas adquirimos experiencia en el manejo de un sistema
de espectroscopia laser.

Iniciamos los resultados experimentales obteniendo espectros de moléculas en
solucion acuosa con pH ajustado normalmente a 7.2, con diferentes amortiguadores.
Obtuvimos los espectros de absorcion y de fluorescencia de dos dinucledticos importantes
en el metabolismo celular, el dinucledtido de adenina y nicotinamida y del dinucledtido de
adenina y flavina. Conseguimos resultados acordes con los conocidos.

Cabe mencionar que el espectro de fluorescencia de moléculas de NADH obtenido
en el sistema del laboratorio de optica cuantica, resulto igual al conseguido, bajo las mismas
condiciones (de la solucion) en nuestro sistema. La longitud de onda de excitacion en el
laboratorio de Optica cuéntica fue de 355 nm (tercer arménico del laser de Nd: YAG),
mientras que la longitud de onda de excitacion en nuestro laboratorio fue de 337.1 nm (laser
de nitrégeno). Asi mismo el espectro de fluorescencia del FAD se obtuvo en nuestro sistema
con dos diferentes longitudes de onda de excitacion 337.1 y 454 nm, consiguiéndose el
mismo espectro (de acuerdo a las propiedades de la fluorescencia, seccion 1.3.3).
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Estos resultados nos mostraron que nuestro sistema estaba funcionando
correctamente, aunque seguimos teniendo problemas de ruido eléctrico, en la tarjeta de
adquisicion de datos, debido a la descarga eléctrica generada en el laser de nitrogeno.

Normalmente antes de medir fluorescencia en los experimentos con células,
adquiriamos un espectro de fluorescencia de moléculas de NADH a una concentracion de
1x10° en solucion fisiologica a pH=7.4 y temperatura ambiente, como referencia de
deteccion de fluorescencia en nuestro sistema.

Decidimos entonces tratar de monitorear a las moléculas de NADH o FAD en células
sanguineas (leucocitos mononucleares) de rata. Para esto, primero obtuvimos el espectro de
absorcion de células mononucleares de rata grafica 6. Se observa una banda ancha de alta
absorbancia con maximo alrededor de 240 nm, quiza debida a proteinas (a los residuos
aminoacidos). Pero lo importante es observar el valor de la absorbancia a longitudes de
onda en donde absorben los fluoréforos considerados, y ademas aque podamos generar con
nuestro sistema, es decir, longitudes de onda a 337.1 nm (absorcion del NADH), 375y 450
nm (absorcion del FAD). Los valores son muy significativos, 0.4 a 337.1 nm, 0.3 a 375 nm y
0.2 a 450 nm (ver seccion 2.4), para su posible estudio espectroscopico dentro de la célula.

Antes de adquirir espectros de fluorescencia de suspension celular, intentamos
obtener el espectro de la solucion fisioldgica sola. Al principio con baja energia (<50 pJ) no
conseguimos nada. Sin embargo, cuando la energia del laser se incrementa a mas de 200 pJ,
se puede obtener el espectro de fluorescencia de la solucion fisiologica, de la solucion PBS
(grafica 18) e inclusive de agua destilada y desionizada solas.

El espectro de fluorescencia tipico de células mononucleares de rata, tiene dos
maximos, el primero en 358 nm (muy estrecho) y el segundo alrededor de 445 nm (muy
ancho).

El primer méaximo es dificil asociarlo a alguna biomolécula, debido a que todos los
fluoroforos bioldgicos normalmente tienen bandas anchas de emision. Sin embargo puede
deberse a la emision del triptofano unido a proteinas (modificandose su banda de emision
debido a su posicion en las células, asi como por interaccion con una gran cantidad de
moléculas), podemos mencionar que este maximo siempre surge cuando colocamos células
en la muestra por lo que puede ser una buena referencia. En algunos espectros el ancho
medio de la banda de fluorescencia aumenta, pero no sabemos cuél puede ser la causa.

La emision fluorescente centrada en 445 nm se asocia con las moléculas del NADH,
sin embargo, el méaximo esta corrido hacia mayor frecuencia, y el ancho medio de la banda
es menor a la generada por las moléculas de NADH (se discutird con mayor profundidad
cuando analicemos los espectros de las células de humano). Una indicacion de que ésta
banda de fluorescencia se puede asociar a la emision fluorescente de NADH, es que hemos
obtenido espectros en células con més de 24 horas de almacenamiento a baja temperatura
(en refrigeracion) y solo aparece el primer pico en 358 nm, quizd debido a que el
metabolismo celular se termina y el NADH puede cambiar su estado a la forma oxidada,
que no absorbe radiacion de 337.1 nm (seccion 2.4).

Las células sanguineas mononucleares de humano son un tejido celular con ciertas
caracteristicas propias, consiste de tres tipos de células, como ya mencionamos en la seccion
3.4. En este tipo de tejido tenemos dos ventajas importantes respecto a otro tipo de tejido
celular. La primera ventaja se debe a que en estas células solo tenemos, en principio, dos de
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los diferente fluoroforos conocidos de interés biomédico, seccion 3.3. El analisis del

espectro de fluorescencia es entonces mas simple, ya que cuando el tejido bajo estudio

(colon, vejiga, cuello uterino, etc.) posee varios fluoroforos, la interpretacion del espectro
puede ser complicada [12-13].

' La segunda es que es de facil acceso, a través de puncion venosa, que se puede

realizar facil y rapidamente. Los donadores voluntarios fueron estudiantes de esta

Universidad.

Sin embargo, no debemos olvidar que biologicamente es un tejido muy importante,
seccion 3.4, debido a que reacciona ante agentes externos. Los leucocitos obtenidos en
nuestras muestras podrian estar activados o no activados (encontrarse en alguna etapa del
ciclo celular diferente a otros leucocitos de otro donante). En éste trabajo no tenemos
control estricto sobre el estado de los leucocitos.

Generalmente la sefial de fluorescencia de tejido celular es débil y poco estructurada
debido a que las eficiencias cuénticas (seccion 1.3.7) de los fluoréforos en el tejido son
relativamente bajas. Asimismo la energia de excitacion es limitada por efectos no deseados
cuando se ilumina tejido, tales como blanqueamiento por luz (fotobleaching) de los
fluoroforos, luz dispersada y efectos fotodinamicos [12]. Por estos motivos escogimos un
sistema de espectroscopia que minimizara estos problemas, una fuente de excitacion
pulsada, una deteccion acotada en tiempo (gate), con tiempos cortos de deteccion, asi como
una fuente cuasimonocromatica.

Por éstas mismas razones decidimos realizar los experimentos descritos en la seccion
anterior. Empezamos por colocar una suspension celular, y obtener espectros a diferentes
energias de excitacion, la fluorescencia como se puede apreciar en la grafica 12, es
dependiente de la energia de excitacion (a esta concentracion celular fija) aunque podemos
apreciar dispersion de luz (debida principalmente a muestras turbias o altas concentraciones
celulares), como luz de fondo (background) en la base de los espectros.

Con el siguiente experimento, grafica 13, se consigui¢ cuantificar un rango de
concentracion celular adecuado para evitar, por un lado dispersion de luz, y por otro lado
sefiales de fluorescencia con intensidad detectable con nuestro sistema de espectroscopia.
Consideramos que la concentracion celular ideal para obtener la sefial producida por las
células (autofluorescencia) esta en el rango de 2000 a 9000 células en 120 pl de solucion
fisiologica a pH=7 4.

También es importante considerar suspensiones celulares contaminadas grafica 15.
Ya que es relativamente facil que haya bacterias u otros contaminantes en la muestra, debido
a que nosotros no trabajamos en medio estéril. Es importante mencionar que, a pesar de
tener una alta contaminacion por bacterias y levaduras, se puede apreciar los dos maximos
tipicos de fluorescencia en casi la misma posicion, respecto al espectro de fluorescencia de
células no contaminadas. El segundo maximo que aparece en alrededor de 372 nm, esta en la
misma posicion que el que surge en células de rata contaminadas con membranas. Es
interesante observar que éste pico surge debido a elementos mas pequefios que las células
bajo estudio, en este caso membranas, bacterias o levaduras. Los espectros muestran que
habia luz de fondo, debido seguramente a la alta concentracion de contaminantes.

La gréfica 19 considera diferentes concentraciones celulares excitadas a una misma
energia, en este caso alta energia. Esta grafica puede ser muy significativa ya que al tener
alta concentracion celular pueden ocurrir algunos procesos considerados de apagamiento
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(quenching) de la fluorescencia, debidos por ejemplo, a valores grandes de absorbancia y
muestras turbias. Si observamos las curvas con menor concentracion celular, vemos que
tienen menor perdida de fluorescencia por apagamiento (bandas anchas), mientras que las
curvas a mayor concentracion son menos anchas (maés intensas debido a la mayor
concentracion celular).

En la grafica 20, 21 y 22 mostramos espectros de florescencia tipicos de células
sanguineas, leucocitos mononucleares, obtenidos bajo condiciones ideales, tanto de la
muestra como del sistema de espectroscopia. El primer maximo se encuentra en 358 nm y el
segundo en alrededor de 440 nm. El segundo méaximo claramente se puede asociar con la
emision fluorescente del NADH.

La curva en color negro mostrada en la grafica 22, se realizo pensando en tratar de
obtener todos nuestros espectros a partir de la fluorescencia de leucocitos sedimentados,
sabemos las dimensiones de la celda y la seccidn transversal del haz laser (considerada como
circular), es decir, conocemos el volumen de excitacion, por lo que si dejamos sedimentar
las células en todos nuestros experimentos, excitamos al mismo volumen celular. Esto
debido a que bajo nuestras condiciones experimentales de conteo celular (seccion anterior),
puede resultar dificil (e introducir errores importantes) igualar concentraciones celulares en
dos diferentes muestras. Esta opcion no ha sido descartada para futuros experimentos.

Una constante en nuestros experimentos, tanto en mononucleares de humano como
de rata, fue la aparicion de los dos méaximos. Por lo que comparamos las posiciones de
ambos, en mononucleares de humano y rata, en las graficas 23 y 24. Es interesante
mencionar la concordancia en la posicion de ambos maximos; el primer maximo se encuentra
en la misma posicion para ambas células 357.8 nm, con ancho de banda medio de 2.9 nm
para mononocleares de humano y 3.7 nm para mononucleares de rata (normalmente el ancho
de banda de células de rata es mas grande), el segundo méaximo se encuentra en 440.8 nm en
células de humano y 441.4 en células de rata, con anchos de banda medios de 79.2 y 67.8
nm en células de humano y rata respectivamente. En un estudio relativamente reciente en
células mononucleares de humano, se observo la presencia de dos méaximos de fluorescencia
en 340 y 440 nm. La posicion del maximo de excitacion (obteniendo el espectro de
excitacion) para 340 nm esta alrededor de 280 nm y para 440 nm esta alrededor de 350 nm.
Este trabajo se hizo con un espectrofotémetro (no usaron luz laser), en suspension celular, y
desafortunadamente en el articulo no se muestra el espectro de fluorescencia con méximo en
440 nm [14].

Como regla general la intensidad de fluorescencia del primer maximo en células de
rata siempre fue mayor a la correspondiente en células de humano y por otro lado la
intensidad de fluorescencia del segundo maximo siempre fue mayor en células de humano a
la correspondiente en células de rata. Esta ultima conclusion la rescatamos de todos los
experimentos realizados en mononucleares, no hicimos el experimeiito igualando la cantidad
de las dos clases de células (mononucleares de humano y de rata).

Los métodos espectroscOpicos son adecuados para realizar medidas cuantitativas
cuando se llevan a cabo experimentos en donde se involucran interacciones entre proteinas y
otras moléculas (por ejemplo el enzima lactato deshidrogenasa con el NADH), para estudios
de sitios de union en las proteinas que interactuan con los ligandos, asi como sobre la
afinidad de los sitios de union para él ligando.
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Sabemos que los métodos de fluorescencia son varios ordenes de magnitud mas
sensibles que los métodos de absorcion en términos absolutos, seccion 2.4. Ademas que
ocurren cambios en la magnitud de la fluorescencia (normalmente aumenta) a partir de la
- transferencia de un ligando dentro de un medio menos polar (agua~» interior de la proteina)
y un corrimiento perceptible hacia mayores frecuencias de la emision [15].

Es bien conocida la sensibilidad de los fluoroforos a los solventes, se ha trabajado en
el analisis del espectro de fluorescencia de fluoréforos unidos a proteinas, membranas,
acidos nucleicos y complejos macromoleculares.

En la grafica 25 podemos apreciar un corrimiento hacia mayores frecuencias de la
fluorescencia producida por las células. Asi como probablemente una aumento de la luz

moléculas de NADH en solucion a pH=7 4.

Como sabemos el NADH intracelular esta interactuando directamente con una
cantidad grande de moléculas (principalmente enzimas). Por ejemplo en el proceso de la
glucolisis aerobica interactua con la enzima gliceraldehido fosfato deshidrogenasa, y al
inicio de la cadena respiratoria (quiza en donde se encuentra la mayor concentracion de
NADH) con el complejo NADH: Ubiquinona oxido-reductasa. Estas interacciones pueden
producir los efectos mencionados anteriormente, sin olvidar la presencia de todas las
estructuras celulares e inclusive otras células (en la solucion).

Existen modelos matematicos pata tratar de cuantificar el corrimiento en frecuencia
de la emision fluorescente, debidos al cambio en la polaridad del medio en donde se
encuentra el fluor6foro. Podemos mencionar como modelo importante el propuesto por Von
E. Lippert [11].

La ecuacion de Von E. Lippert es una expresion completamente general que describe
el corrimiento de Stokes para un fluoréforo dado en medios con diferente polaridad.

El modelo considera las interacciones fisicas y quimicas entre el fluordforo y las
moléculas del solvente.

La interaccion del fluoroforo con el solvente puede ser descrita en términos de los
momentos dipolares de sus estados base p y excitado p*, y el campo reactivo alrededor de
estos dipolos. Estos campos pueden dividirse en aquellos debidos a factores electronicos y
los debidos a reorientacion del solvente. Estos campos involucran dos factores importantes
f{ln) y fle), donde fin) es la llamada polarizabilidad de alta frecuencia (reorientacion
instantinea de electrones del solvente) y fg) polarizabilidad de baja frecuencia
(reorientacion de la molécula solvente). Estas estan dadas en funcion del indice de refraccion
y de la permitividad eléctrica

n’ -1 _s&-1
Jm=2i 7=

Con estas consideraciones obtenemos la ecuacion de Lippert

_ ~ - 2 _ ’___ 2
_2.,¢6-1 =n 1)(/1 B\ cte
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Donde: a es el radio de la cavidad, en donde se encuentra el fluoroforo.
Vo—Vs son los nimeros de onda en cm™ de absorcion y emision.
h es la constante de Planck.
c es la velocidad de la luz.

Quizd podriamos medir paulatinamente los corrimientos espectrales de la
fluorescencia y tratar de cuantificarlos con éste modelo para evaluar alteraciones en la
polaridad del medio interno de la célula. Existen diversos padecimientos en donde el origen
de la alteracion es el metabolismo, en especial en procesos que ocurren en la mitocondria
[16]. Células que presenten estos padecimientos podrian ser un buen modelo para medir
corrimientos espectrales paulatinos, y evaluar en lo posible alteraciones de la polaridad (del
medio interno de la mitocondria, al parecer aqui es donde existe la mayor concentracion de
NADH) asociadas con defectos metabolicos en la mitocondria.

Existen diversos padecimientos en donde las células mononucleares sufren
alteraciones significativas, podriamos intentar aplicar nuestra técnica de espectroscopia en
éstos para detectar diferencias entre leucocitos de individuos sanos y enfermos.

La mononucleosis infecciosa es una enfermedad aguda, generalmente benigna,
causada por el virus de Epstein-Barr (EBV). Se presenta con mas frecuencia entre los
adolescentes y adultos jovenes que muestran un cuadro clinico caracteristico consistente en
fiebre, faringitis, linfadenopatia, aumento del nimero de linfocitos periféricos, con una alta
proporcion de células atipicas. En estudios de laboratorio se encuentra un aumento relativo
y absoluto en el nimero de linfocitos y monocitos, incluyendo la aparicion de un 10 a 20 %
de formas atipicas. En los primeros estadios de la enfermedad, con frecuencia es dificil de
distinguir la mononucleosis infecciosa de otras formas de enfermedades febriles exudativas
con faringoamigdalitis.

Esta enfermedad podria ser un buen modelo para intentar estudiar
espectroscopicamente las células atipicas, mismas que obtenemos nosotros con nuestra
técnica. Y establecer, si es posible, diferencias espectrales entre células normales y enfermas,
como ayuda alterna para el diagndstico medico.

También se producen cambios morfolégicos en mononucleares por enfermedades
causadas por los siguientes virus; citomegalico, hepatitis viral y toxoplasmosis.

Asi mismo existe una amplia variedad de enfermedades que pueden afectar al sistema
de célula madre hemopoyética (precursora de los leucocitos mononucleares), las cuales
influyen sobre la produccion de células hemopoyéticas diferenciadas en lo que se refiere a
cantidad, calidad o ambas. Sin embargo, ciertas enfermedades se deben a anomalias
especificas del sistema de célula madre hemopoyética. Entre las principales se encuentran las
neoplasias clonales.

En la via mieloide, como leucemias podemos mencionar la leucemia granulocitica
cronica, la leucemia mieloblastica aguda, y como linfomas tenemos la enfermedad de
Hodgkin, la policitemia vera, la mielofibrosis idiopatica y la hemoglobinuria paroxistica
nocturna.

Respecto a la via linfoide, podemos mencionar como leucemias, la linfocitica cronica,
la linfoblastica aguda, y como linfomas tenemos linfociticos bien diferenciados, linfociticos
poco diferenciados y mieloma multiple.
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Consideremos la leucemia linfoblastica aguda. Puede ser una enfermedad de la célula
madre hemopoyética linfoide pluripotencial o quiza de una célula madre hemopoyética mas
especifica. Algunos pacientes tienen linfoblastos con caracteristicas antigénicas y de
superficie de células T o B maduras, aunque no la mayoria. Sin embargo, la presencia de un
antigeno semejante al I,, sugiere que la mayor parte de éstas células son del tipo B. La célula
madre hemopoyética mieloide normal esta presente pero la produccion de células maduras
se encuentra reducida, lo que se manifiesta por anemia, neutropenia y trombocitopenia en la
mayoria de los pacientes. Sin embargo, los linfoblastos leucémicos no reprimen
necesariamente la funcion normal de los linfocitos, porque hasta que los pacientes con
leucemia linfoblastica aguda reciben tratamiento su sistema inmunitario es casi normal.

Esta enfermedad es la forma mas frecuente de leucemia en nifios. Se puede lograr la
curacion aproximadamente en el 50 % de los casos. Los pacientes en fase temprana no
presentan anomalias inmunoldgicas importantes, prmcnpalmente a que se conservan una
cantidad casi normal de células maduras.

Podriamos obtener de pacientes células mononucleares de éste tipo y hacer un
estudio espectroscopico riguroso, para tratar de encontrar diferencias significativas entre
células normales y células inmaduras (linfoblastos).
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Capitulo 6 Conclusiones.

Al iniciar éste trabajo no se contaba con ninguna referencia de trabajos previos en la
UAM, de hecho hasta donde nosotros sabemos solo en el Centro de Instrumentos de la
UNAM junto con el Instituto Nacional de Cardiologia se ha trabajado con espectroscopia en
tejido biologico. Como ya mencionamos existe un sistema en el laboratorio de Optica
Cuantica del area de Fenémenos Opticos y Transporte de la Materia, pero ahi no se realizan
trabajos en células.

Con la ayuda de ésta area se nos fueron proporcionando los aparatos necesarios.
Primero conseguimos los dos laseres (nitrogeno y pigmento) con sus accesorios, los
instalamos, alineamos y entonces conseguimos el monocromador. Con el monocromador
pudimos detectar diferentes longitudes de onda (con diferentes pigmentos), y tuvimos
acceso al fotomultiplicador.

Normalmente el procesamiento de la sefial involucra otra sefial de inicio (trigger), los
laseres comerciales tienen en su disefio (como ya dijimos) una seifial de salida de voltaje que
coincide temporalmente con la emision de la radiacion laser, por lo tanto, unicamente
conectando la sefial de voltaje al procesamiento (boxcar) se da inicio el analisis de la sefial.
En nuestro caso como el laser no es comercial tuvimos que conseguir también un fotodiodo.

Las primeras detecciones de sefiales las hicimos sélo en el osciloscopio (con muestras
de cristales), simplemente detectando el voltaje generado por el fotomultiplicador.

Conseguimos el contador de fotones (seccion 3.1) pero tuvimos problemas. Con el
boxcar obtuvimos excelentes resultados.

Todos los espejos, monturas, lentes, etc. (hasta herramienta, cables, tornillos,
pigmentos, etc.) amablemente los obtuvimos del laboratorio de Optica Cuantica.

Asi mismo en el laboratorio de Biofisica Celular y Molecular del 4rea de Bioquimica,
Biofisica y Fisiologia Celular del departamento de Ciencias de la Salud, amablemente nos
ayudaron en la preparacion de las muestras y en el conteo celular, ademas de poner a nuestra
disposicion todo el equipo necesario para nuestro trabajo.

- La computadora con la que adquirimos los espectros se formo de la siguiente
manera. El monitor se consigui6 de un regalo de varias terminales que nos dio el
departamento de fisica. El disco duro lo obtuvimos de una maquina “viejita de un profesor.
El teclado inicialmente lo compro el laboratorio de Optica Cuantica. Y si, finalmente, la
tarjeta de adquisicion de datos pertenece al drea de Ingenieria Biomédica.

Podemos concluir que pese a todos los inconvenientes (como la falta de
presupuesto), se logro con éxito obtener un sistema de espectroscopia laser con, por un
lado, adecuada sensibilidad. Podemos detectar sefiales de fluorescencia muy poco intensas,
podemos detectar sefial cerrando la rendija del monocromador hasta 40 pm (si la sefial de
fluorescencia es intensa), e inclusive podemos detectar la sefial del laser con la rendija mas
cerrada. En nuestro caso las bandas de emision de las moléculas biologicas normalmente son
anchas por lo que no tuvimos que buscar mejor resolucion espectral.

Por otro lado el sistema posee alta potencialidad espectroscopica, ya que podemos
cubrir todo el espectro visible y parte del UV para excitar moléculas. Es decir podriamos
buscar alguna transicion electronica particular de algunos fluoroforos, y entonces tratar de
monitorearlos espectroscopicamente. Ademas nuestra fuente de excitacion posee alta
intensidad espectral, es decir, la energia de la radiacion cuasimonocromatica del laser incide
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directamente sobre la muestra, a diferencia de los espectrofluorémetros convencionales (en
donde se usan lamparas de alta potencia, pero una parte significativa de la energia se pierde
en el enfocamiento).

Consideramos que nuestro sistema se puede emplear en diversos estudios
espectroscopicos de fluorescencia en moléculas organicas e inorganicas, en complejos
macromoleculares, en organelos, para monitorear procesos intracelulares con fluoroforos
intrinsecos (como la clorofila, proteinas flavinicas, NADH etc.) o extrinsecos (como las
acridinas, cianinas, quininas, etc.). Debemos mencionar que éste sistema no es un sistema
original, simplemente se llevo acabo el armado.

Respecto a la caracterizacion del espectro de fluorescencia de leucocitos
mononucleares Empezamos con mononucleares de rata para probar si podiamos detectar la
sefial de fluorescencia de leucocitos, asi como para adquirir experiencia en espectroscopia de
células. No conocemos trabajos previos de espectroscopia laser en mononucleares de rata
(wistar).

Pensamos que el espectro de fluorescencia de leucocitos mononucleares de humano
se caracterizo adecuadamente. Consideramos que el espectro de fluorescencia se debe a la
emision de algin aminoécido (pequefia contribucion) y del dinucledtico de adenina y
nicotinamida NADH. Realizamos algunos experimentos para tratar de monitorear el FAD en
leucocitos, pero no pudimos detectar la sefial de fluorescencia (excitando a los leucocitos
con longitud de onda de 450 nm), creemos que necesitamos mayor energia del laser de
pigmento (cumarina 460).

Existen trabajos previos en leucocitos mononucleares con espectrofluorometros
convencionales [1], nosotros no hemos encontrado trabajos previos donde la fuente de luz
de excitacion sea un laser. En el espectro mencionado (no mostrado, ver seccion 5.5) en
éste trabajo no se menciona el primer maximo de fluorescencia en 358 nm.

Perspectivas.

Como ya mencionamos la motivacion para realizar éste trabajo surge de la
posibilidad de emplear el sistema de espectroscopia como herramienta alterna en el
diagndstico de algunos padecimientos, a través del analisis de los espectros de células sanas
y enfermas [2]. El caso ideal es aquel en el que pudiéramos detectar paulatinamente cambios
espectrales entre uno y otro estado (diagndstico). Se dice que la espectroscopia Optica tiene
la potencialidad de ser selectiva asi como sensitiva (ver seccion 1.3.9) con respecto a la
deteccion de varias especies moleculares y puede ser usada para diagnostico médico
semiinvasivo 0 no invasivo (o como técnica alterna en el diagnostico). En particular LIF
(Laser-induced fluorescence) puede ser muy util en la deteccion primaria de tejido enfermo.
Esto debido al hecho de que el estado de alteracion del tejido puede incidir en la
concentracion de varios croméforos [3].

En el tejido neoplasico bronquial se ha demostrado que los niveles de concentracion
de NAD' y NADH cambian, generando las células cancerosas un espectro de fluorescencia
de menor intensidad y un corrimiento de 30 nm hacia mayores frecuencias, respecto a las
células normales [4].

Diversos trabajos se han hecho para diferenciar, en el caso de neoplasias, tejido
normal de tejido inflamado, displasico, metaplasico escamoso, y carcinoma in situ, en cancer
de vejiga [5]. Tejido normal de tejido inflamado crénico, con virus del papiloma humano, y

73




tejido neoplasico cervical intraepitelial en sus tres estadios en cancer cervical intraepitelial
[6l.

Respecto a los leucocitos se producen alteraciones en el nimero y las funciones de
éstos en una amplia variedad de afecciones hematologicas, infecciosas, inflamatorias,
metabolicas y neoplasicas.

Nosotros sentimos la necesidad de tener relacion con hospitales para captar
pacientes, con enfermedades, en este momento, relacionadas con los leucocitos. Por lo que
estamos por realizar un convenio con el departamento de hematologia del hospital 20 de
Noviembre de la Secretaria de Salud.

En este departamento se atienden a enfermos (adultos y nifios) con enfermedades
que involucran a los leucocitos. Entre éstas afecciones se encuentran las que afectan
directamente a los leucocitos como las leucemias. Otras afecciones, como en la uremia,
insuficiencia cardiaca congestiva, linfomas (especialmente enfermedad de Hodking), lupus
eritematoso [7], inciden indirectamente en los leucocitos, pero probablemente se podria
obtener informacion del analisis espectral de éstos.

Respecto al hecho de analizar el espectro de fluorescencia para detectar diversos
padecimientos, actualmente se propone que no Unicamente podemos obtener informacion a
partir de la intensidad de fluorescencia o del corrimiento espectral, sino también del tiempo
de vida de la fluorescencia.

Medidas del tiempo de vida son frecuentemente necesarias en espectroscopia de
fluorescencia. Estas medidas pueden revelar la frecuencia de colisiones con agentes
apagadores, la razon de transferencia de energia, y la razon de reacciones del estado
excitado. La naturaleza precisa del decaimiento de la fluorescencia puede revelar detalles a
cerca de las interacciones de los fluor6foros con sus alrededores.

En afios recientes se ha encontrado que muchas moléculas fluorescentes (sensores
normalmente extrinsecos) presentan cambios en el tiempo de vida de la fluorescencia (ver
seccion 1.3.6), en respuesta a la presencia de diversos elementos; oxigeno, calcio [8], pH
[9]. Sensores basados en tiempos de vida son deseables debido (a diferencia de la intensidad
de fluorescencia) a que el tiempo de vida de la fluorescencia es normalmente independiente
de la concentracion.

Entonces se podria medir el tiempo de vida del NADH intracelular, en células
normales y en células enfermas, como otro parametro de ayuda en el diagnostico medico.

Las aplicaciones clinicas del uso de fluorescencia han aumentado e introducido
métodos novedosos para inmunoensayos, inmunoensayos de encadenamiento de enzimas
(ELISA), pigmentacion de proteinas y ADN, y secuenciacion de ADN.

74




Referencias del capitulo 6.

1) M. Monici, et al., “Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology 30
(1995) 29-37 '

2) Robert R. Afano, et al., IEEE Journal of Quantum Electronics, QE-23, 10 (1987)
1806- 1811.

3) Theodore G. Papazoglou, Journal of Photochemistry and Photobiology B :
Biology 28 (1995) 3-11.

4) V. Betz et al., “Evaluation of changes in the NADH levels between carcinogenic

and normal tissue samples by use of fluorescence spectroscopy”, 284/SPIE
Vol.2324.

5) Frank Koenig, et al., The Journal of Urology, 156 (1996) 1597-1601.

6) Rebecca Richards et al., Journal of Cellular Biochemistry, Supplement 19, (1994)
111-119.

7) George W. Thorn, et al., “Medicina Interna Harrison”, La Prensa Medica
Mexicana, S.A.1979 (cap. 10).

8) Lakowicz J. R, et al., Cell Calcium, 13 (1992) 131-147.

9) Szmacinksi H., et al., Anal. Chem., 65 (1993) 1668-1674.

75




