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Capitulo 1

Resumen

En este trabajo se analizaron las propiedades 6pticas del tejido cutaneo
mediante técnicas de espectroscopia de absorcion, fotoluminiscencia y fotolu-
miniscencia resonante, con el objetivo de identificar caracteristicas espectra-
les asociadas al diagnostico de distintos tipos de cancer de piel. Las muestras
estudiadas incluyeron tejidos cancerosos y no cancerosos, y las mediciones se
realizaron en el rango visible del espectro electromagnético.

Los espectros de absorciéon mostraron bandas bien definidas alrededor de
500 nm, 532 nm, 588 nm y 632 nm, correspondientes a transiciones electroni-
cas de hemoglobina en sus diferentes estados. Se observé una mayor absor-
bancia en estas bandas en muestras cancerosas, lo cual puede atribuirse a
procesos de angiogénesis que aumentan la vascularizacion del tejido y, por
tanto, la concentracion de hemoglobina.

En los espectros de fotoluminiscencia se registré una emisién en el rango
de 425 a 650 nm, con intensidades mas elevadas cercanas a los 500 nm. Me-
diante deconvolucién espectral se identificaron bandas gaussianas asociadas
a fluoréforos como NADH y FAD. Las muestras cancerosas presentaron una
disminucion de intensidad en las regiones relacionadas con estos compuestos,
lo cual podria indicar alteraciones metabdlicas y niveles elevados de estrés
oxidativo en el tejido tumoral.

En la fotoluminiscencia resonante se exploré la dependencia espectral de



la emisién en funcién de la longitud de onda de excitacion, observando un
desplazamiento hacia longitudes de onda mayores al aumentar esta tltima.
Sin embargo, no se detectaron canales de resonancia bien definidos, proba-
blemente debido al solapamiento espectral de multiples fluoréforos y a la
absorcion significativa de la hemoglobina, que limita la identificacion clara
de transiciones 6pticas individuales.



Capitulo 2

Introduccion

Dentro de los distintos tipos de cancer, el cancer de piel representa uno de
los diagnésticos més frecuentes a nivel mundial [1]. En El Salvador, se estima
que es el segundo tipo de cdncer con mayor incidencia [2]. Esta enfermedad
puede clasificarse en dos grandes grupos: el melanoma y el cancer de piel no
melanoma (NMSC, por sus siglas en inglés). E1 NMSC, que incluye carcino-
mas basocelulares (BCC) y carcinomas espinocelulares (SCC), constituye la
neoplasia méds comun a nivel global [3]. Algunas condiciones benignas como
las queratosis, especialmente las actinicas, son consideradas precursoras del
SCC, aunque no todas evolucionan a esta etapa. Sin embargo, se recomienda
un monitoreo cuidadoso de estas lesiones [4].

Actualmente, el diagnéstico de cancer de piel se basa principalmente en
la inspeccién visual seguida de una biopsia, procedimiento considerado como
el método de referencia. No obstante, las biopsias son técnicas invasivas que
pueden resultar incémodas para los pacientes y, en algunos casos, favorecer
procesos como la proliferacion de metéstasis y la recurrencia tumoral [5].
Frente a estas limitaciones, ha cobrado importancia el desarrollo de métodos
diagnésticos alternativos, no invasivos y complementarios al anélisis histopa-
tologico.

Entre las propuestas mas prometedoras destacan las técnicas espectroscépi-
cas. Diversos estudios han demostrado que la espectroscopia Optica puede
revelar diferencias significativas entre tejidos cancerosos y no cancerosos a



partir de senales relacionadas con componentes bioquimicos especificos. Por
ejemplo, la espectroscopia de fluorescencia ha permitido identificar cambios
en la emisién de fluoréforos endégenos como NADH y FAD, moléculas clave
en el metabolismo celular, que reflejan alteraciones mitocondriales y estrés
oxidativo en el tejido tumoral [6]. Asimismo, la espectroscopia Raman ha
mostrado diferencias entre tejidos sanos y cancerosos en las regiones del es-
pectro asociadas a lipidos y proteinas [7]. Por otro lado, estudios de absorcién
Optica han identificado diferencias en la absorbancia entre tejidos sanos y le-
sionados en distintos rangos espectrales [8, 9], lo cual sugiere la viabilidad
de esta técnica como herramienta diagnéstica. En trabajos previos realizados
en poblacion salvadorenia se ha reportado una mayor absorbancia en tejido
canceroso en el rango visible, en casos de cancer cervicouterino [10], lo que
refuerza la relevancia de este tipo de estudios en contextos locales.

En este trabajo se investigan las propiedades dpticas del tejido cutanco
a través de técnicas de absorcién, fotoluminiscencia y fotoluminiscencia re-
sonante. Se analizaron muestras de tejido con distintos diagndsticos histopa-
tologicos, pertenecientes a pacientes salvadorenos, con el propésito de identifi-
car caracteristicas espectrales que puedan asociarse a estados cancerosos y no
cancerosos. Los resultados obtenidos muestran que las muestras cancerosas
presentan mayor absorbancia en bandas caracteristicas de la hemoglobina,
lo cual puede estar relacionado con el fenémeno de angiogénesis tumoral.
Asimismo, en los espectros de fluorescencia se observé una disminucion de
la emisién en regiones asociadas a NADH y FAD en las muestras malignas,
indicando posibles alteraciones metabdlicas propias del cancer. Finalmente,
el estudio de la fotoluminiscencia resonante evidencié la superposicién de
senales de multiples fluoréforos, sin la aparicion clara de canales de resonan-
cia, posiblemente debido a la alta absorciéon de la hemoglobina en el rango
visible.

La caracterizacion optica de estos tejidos, especialmente en una pobla-
cién poco representada en la literatura como la salvadorena, contribuye no
solo al conocimiento fundamental sobre la interaccion de la luz con el tejido
biolégico, sino también al desarrollo futuro de técnicas diagnodsticas épticas
no invasivas que puedan aplicarse en contextos clinicos locales.



Capitulo 3

Fundamentacion teorica

3.1. Fundamentos fisicos

3.1.1. Interaccion de la luz con la materia

El espectro electromagnético total, abarca desde ondas de radio poco
energéticas, con longitudes de onda que se miden en metros, hasta ondas
altamente energéticas con longitudes de onda medidas en angstroms. Cono-
cemos como luz visible a la parte del espectro electromagnético que se puede
percibir mediante la vista. Esta parte compone tunicamente una pequena
porcion del espectro total que ronda entre los 400 nm a 700 nm.

Cuando se irradia luz sobre una muestra, las ondas electromagnéticas
que interactian con la materia pueden generar una serie de fenémenos. En
términos generales, al incidir radiacién sobre un sistema, esta puede ser ab-
sorbida, transmitida, reflejada, dispersada o inducir emisiones, dependiendo
de las propiedades 6pticas, estructurales y electronicas del material irradia-
do, asi como se muestra en la figura 3.1. Estos procesos permiten estudiar la
interaccion entre la energia electromagnética y los distintos componentes del
sistema, dando lugar a respuestas caracteristicas que pueden ser detectadas
y analizadas.
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Figura 3.1: Interacciones de la luz con la materia.

Un ejemplo particular de sistema es el tejido humano, el cual presen-
ta una estructura bioldgica compuesta por células, proteinas, agua y otros
componentes. En este caso, la radiacion puede inducir fenémenos como la ab-
sorcion, relacionada con la diferencia entre la intensidad de la luz incidente
y la luz transmitida; la fotoluminiscencia, que es la emision de luz luego de
una recombinacién de estados electrénicos; y la dispersion Raman, que se da
cuando la luz es dispersada inelasticamente y los fotones dispersados tienen
una longitud de onda diferente a la de los fotones incidentes.

3.1.2. Tejidos humanos como materiales 6pticos

Al estudiar el tejido orgdanico mediante métodos 6pticos se puede observar
que estos no se comportan como un material homogéneo. Si bien es cierto
que superficialmente estos pueden tener patrones regulares dada la estructura
de las células cutaneas, a escalas menores son sistemas turbios, sin ningun



tipo de superficie plana ni distinciones claras entre los tipos de células que
componen el sistema.

Los tejidos bioldgicos funcionan en diferentes escalas. Por lo general, po-
seen una variedad de moléculas que son de escala menor a las longitudes de
onda presentes en la luz visible, a pesar de poseer otras unidades a escala
celular con tamanos similares a las londitudes de onda del visible.

3.1.3. Absorcion

Al incidir luz sobre una molécula, causa que un electron sea excitado
desde un nivel base de energia hasta un nivel de mayor energia. Cada uno
de estos estados electronicos puede contener un numero de niveles de vibra-
cion. Experimentalmente, el proceso de absorcién puede ser explicado con la
ayuda de la Ley de Beer-Lambert-Bouguer. Como se muestra en la siguiente
expresion:

A =e€lc (3.1)

Donde A es absorbancia, € es el coeficiente de atenuaciéon molar de la
especie atenuante, ”1.°s el camino 6ptico y ¢.®® la concentracién de la especie
atenuante.

Para que el fenémeno de absorcion se dé en un sistema, la radiacion
electromagnética que dicho sistema recibe debe cumplir con la condicion de
Bohr, es decir: £y — Ey = h14,0 donde una transicién electronica es el salto
virtual que da un electron de una molécula que se encuentra en un estado
electrénico Ey a otro estado electrénico més elevado £ mediante la absorcion
de fotones [11]



3.1.4. Fotoluminiscencia

En la fotoluminiscencia, la molécula absorbe al foton incidente, el cual pa-
sa a un estado electronico excitado. Transcurre un tiempo en el que la molécu-
la sufre una nueva transicién al estado electrénico inferior, re-emitiendo ra-
diacién, normalmente de longitud de onda superior a la que se absorbié. [12]

Los fenémenos de fotoluminiscencia se dan en los estados electrénicos lla-
mados singletes, que poseen estados vibracionales asociados a ellos. El pro-
ceso de fotoluminiscencia se da primeramente con una absorcion del estado
base, seguido por una conversion interna que es la transicién entre dos esta-
dos electronicos con espines apareados, seguida por una relajacion electronica
[11]. En general, la emisién de fotones que acompana a una relajacién se co-
noce como fluorescencia. La emision de fotones se considera como un proceso
espontaneo; esto se puede observar en la figura 3.2.

Energy

——
o1

Nuclear Coordinates

Figura 3.2: Diagrama de energia del principio de Franck-Condon.



3.2. Cromoéforos y fluoréforos

3.2.1. Hemoglobina

La estructura principal de la molécula se muestra en la Figura 3.3. Las
moléculas de hemoglobina en humanos son proteinas formadas por cadenas
polipeptidicas alfa (rojo) y beta (azul) junto con grupos hemo (verde). Es-
tos ultimos estan formados por un anillo de porfirina, que es un compuesto
ciclico formado por cuatro unidades de prirrol, con un hierro en su centro,
como se muestra en la Figura 3.4. La funcion principal de la hemoglobina es
transportar oxigeno desde los pulmones al tejido en general [13].

Heme group

Figura 3.3: Estructura molecular de la hemoglobina, que muestra las cadenas
alfa -polipeptidicas en rojo, las cadenas beta -polipeptidicas en azul y los
grupos hemo en verde. Adaptado del Protein Data Bank: 1GZX.

La hemoglobina es ademas un croméforo enddgeno presente en el teji-
do cutdneo, asi como su forma oxigenada (oxihemoglobina) y junto a otros
cromoforos son responsables de la absorcién del tejido cutdaneo en la ventana
espectral de longitudes de onda menores a 600 nm.
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Figura 3.4: Estructura molecular del grupo hemo, que muestra un anillo de
porfirina compuesto por cuatro unidades de pirrol y un atomo de hierro en
el centro del anillo principal.

3.2.2. Fluoréforos presentes en piel

El NADH o nicotinamida adenina dinucledtida y el FAD o flavin adenin
dinucledtido son cofactores que intervienen en las relaciones metabodlicas de
oxidoreduccion presentes en el cuerpo humano. Ambos se consideran indi-
cadores efectivos del nivel de metabolismo de las células, ademas de ser los
unicos cofactores con fluorescencia. El NADH presenta fluorescencia en el
rango de 460-480 nm y el FAD presenta su pico méximo de fluorescencia
entre 510-530 nm [6].

El FAD pertenece al grupo de compuestos conocidos como flavinas. Estas
moléculas cumplen un papel importante en la cadena de transporte de elec-
trones mitocondrial y en otras reacciones enzimaticas, ademas de contribuir
a la senal de fotoluminiscencia observada en estudios 6pticos de tejidos [14].
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La estructura molecular béasica del NADH, FAD y otras flavinas se muestra
en la figura 3.5.

La piel contiene ademas, otros fluoréforos enddgenos, cuyas emisiones de-
penden de la longitud de onda de excitacién. La lista completa de fluoréforos
presentes en la piel, asi como sus emisiones de acuerdo a la longitud de onda
de excitacion de 365 nm, se muestran en la tabla 3.1

Fluoré6foros | Emisiones para exc=365 nm.
Colégeno 370-440 nm
NADH 460-480 nm
FAD 515 nm (pico)
Flavinas 520-550 nm
Lipofuscina 580 nm (pico)
Porfirinas 590-650 nm

Tabla 3.1: Emisiones de fluoréforos presentes en tejido cuténeo.

OHOH  NH:
HO & e oH
OH NH_{ 9 OH /N ‘ =N
O:g_/( OHOHOH s d O=I|’-—0 <N ,)
OH 4 N-CHZWCHZ_O_I%_O-E_U o N
o]
N.__N._O Q
\f OHOR
NH CH3 CHy
N/ R= H; NADH
° R= 0=FL'—0'
o
NADPH

Figura 3.5: Estructura molecular de algunos fluoréforos presentes en piel. De
izquierda a derecha: Flavinas [15], FAD [16], NADH [17]
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3.3. Estado del conocimiento

3.3.1. Canceres y precanceres

El cancer es un conjunto de enfermedades que se caracterizan por el creci-
miento descontrolado de las células del cuerpo humano, formando en algunos
casos tumores solidos que pueden extenderse a distintas partes del cuerpo,
aparte de la zona donde se formaron. Dentro de los diagndsticos de cancer,
los distintos tipos de cancer de piel conforman el diagnéstico mas comun en
el mundo. [1] Existen tres tipos principales de cancer de piel, nombrados de
esta forma por los tipos de células a las que afectan. El carcinoma de células
basales, el carcinoma de células escamosas y el melanoma.

Existen ademéas una serie de diagndsticos benignos que pueden ser con-
fundidos a simple vista con una lesién cancerigena. Algunos de estos son los
nevus y las queratosis.

Los nevus son una proliferacion de distintos tipos de células de la piel.
Pueden ser sebdceos o melanociticos. Un 25 por ciento de los casos de me-
lanoma aparece sobre un nevus melanocitico previo. El riesgo de melanoma
aumenta con el mayor nimero de nevus adquiridos [18].

La queratosis es una enfermedad de la piel caracterizada por la infla-
macion de una zona especifica. Se subdividen en queratosis seborreicas y
actinicas. Las queratosis seborreicas tienden a confundirse visualmente con
los carcinomas basocelulares. Mientras que las queratosis actinicas se consi-
deran un precancer precursor del carcinoma espinocelular [4]

Tanto los nevus como queratosis no son considerados como tales como
estadios precancerosos. Sin embargo, existen reportes carcinomas basocelu-
lares surgiendo de algunos tipos de queratosis [19], carcinomas basocelulares
de nevus [20].

12



3.3.2. Angiogénesis en procesos cancerigenos

El crecimiento de los tumores se ve generalmente acompanado de la crea-
cion de sistemas vasculares necesarios para que las células cancerosas tengan
acceso al flujo sanguineo y crezcan. Esto puede darse mediante el uso de sis-
temas vasculares ya existentes en el tejido o la formacion de otros mediante
procesos bioldgicos. Este proceso se conoce como angiogénesis [21].

El crecimiento de sistemas vasculares en los tumores permite que un ma-
yor flujo de sangre llegue a los mismos. La hemoglobina, principal compo-
nente de la sangre, presenta dos bandas principales de absorbancia con picos
en 523nm y 600nm. Se ha reportado mayor absorbancia de observada en el
espectro de tejido cervical canceroso en comparacion a tejido cervical pre
canceroso y tejido sano [10]

3.3.3. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es un fenémeno que se da cuando se genera una pro-
duccion descontrolada de radicales libres del oxigeno, que danan las macro-
moléculas y afectan los procesos celulares. Se reporta en casi todos los tipos
de cancer, Y esta asociado con la aceleracion de el desarrollo de tumores [22].

Una medida aproximada del nivel de estrés oxidativo la razon de oxidore-
ducccion, que se define como la intensidad de la fluorescencia del FAD entre
la intensidad de la fluorescencia del NADH, y ilustra cambios relativos de los
niveles de oxidoreduccion de las células sin tener en cuenta agentes exégenos,
con la ventaja de que puede ser medido in vivo [23].

En estudios anteriores una de las caracteristicas mas marcadas entre te-
jidos cancerosos y no cancerosos es la diferencia de la intensidad de la auto-
florescencia de NADH/NAD+, presente como marcador de estrés oxidativo
en las células cancerosas, lo cual conlleva el descenso en la fluorescencia de

13



los tumores en la region espectral de 420nm-460nm, regién correspondiente
a la fluorescencia de dicha molécula [6].
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Capitulo 4

Metodologia

4.1. Técnicas experimentales

4.1.1. Muestras

Se tienen una serie de 59 biopsias en portaobjetos. Los diagndsticos co-
rrespondientes a las muestras a utilizar corresponden a 35 carcinomas basoce-
lulares (BCC), 2 carcinomas de células escamosas (SCC), 14 nevus (NEVO),
8 queratosis (QTO) y otro tipo de diagnésticos que tinicamente poseen una
muestra (Melanosis, hiperplasia, telangictasias, etc.)

Todas las biopsias que se utilizaron en esta investigacién fueron tomadas
durante la segunda mitad del ano 2019 en pacientes salvadorenios de los de-
partamentos de San Miguel, San Salvador y Chalatenango. Cada una esta
debidamente diagnosticada por un patélogo y tiene un cédigo correspondien-
te, relativo a la zona donde fue tomada y el ntimero de paciente de dicha
campana. (SM19-14, por ejemplo). Imagenes de las biopsias bajo microsco-
pio se muestran en la figura 4.1
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Figura 4.1: Iméagenes tomadas bajo microscopio de muestras seleccionadas

de BCC (A), NEVO (B) y QTO (C).
4.1.2. Pretratamiento de la muestra

Todas las biopsias utilizadas fueron tratadas previamente mediante el uso
de hematoxina y eosina, las cuales se utilizan para visualizar la estructura
general de los tejidos y sus componentes celulares. Para garantizar un ma-
nejo adecuado de los portaobjetos, se emplearon guantes de nitrilo durante
las mediciones. Antes de cada mediciéon, los portaobjetos fueron limpiados
cuidadosamente con alcohol etilico y panos suaves, con el fin de evitar la
presencia de suciedad que pudiera interferir en los resultados. Finalmente,
todas las muestras se conservaron en cajas cerradas, a temperatura estable y
protegidas de la luz solar directa, con el objetivo de prevenir su deterioro. En
la figura 4.1 se muestra una imagen de las muestras antes de ser utilizadas
en medidas espectrales.

4.2. Configuraciones experimentales

4.2.1. Configuracion experimental para las medidas de
absorbancia

En la Figura 4.2 se muestra un diagrama del montaje experimental usa-
do para realizar las medidas de absorbancia. Se utilizé como fuente de luz
una lampara de tungsteno Ocean Optics HL-2000 con un rango de emision
entre 360 nm y 2400 nm. La muestra se excité mediante una fibra optica.
Otra fibra optica se utilizé para recolectar la luz transmitida y enviarla a un
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espectrometro Ocean Optics USB4000-UV-VIS con una resolucién espectral
de alrededor de 0,9 nm y una rendija de entrada de 25 pum.

HL 2000
HALOGEN LAMP

OPTICAL FIBER

PC

I I SAMPLE

USB 4000
SPECTROMETER

Figura 4.2: Configuracion experimental de las medidas de absorbancia

OPTICAL FIBER

4.2.2. Configuracion experimantal de las medidas de
fotoluminiscensia

En la figura 4.3 se muestra el esquema de la configuracién experimental
usada para la toma de medidas de fotoluminiscencia. Se utilizé como fuente
de luz un diodo led marca Chanzon con una potencia de 10 watts y con un
centro de emisién alrededor de 365 nm. La luz emitida pasa a través de un
beam splitter 80/20. La seccion dividida del haz que posee mayor emision se
enfoca sobre la muestra utilizando un lente con una longitud focal de 3.5 cm.
La luz emitida por la muestra se recolecta mediante otra lente biconvexa de
longitud focal de 5.5 ¢m, que se enfoca en la apertura de un espectréometro
marca Stellarnet, modelo Silver Nova con una rendija de entrada de 25 um
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y resolucién de 1 nm. Similarmente, la seccién del haz con menor emision se
enfoca mediante un lente con longitud focal de 3.5 cm sobre una fibra 6ptica
que esta conectada a un espectréometro Ocean Optics USB4000-UV-VIS con
una resolucién espectral de alrededor de 0,9 nm y una rendija de entrada de
25 pm.

Espectrometro

Fuente

f, Filtrol LC LC

LON § e ]

Espectrometro

Figura 4.3: Configuracién experimental de las medidas de fotoluminiscencia
(FO: Fibra 6ptica. BS: Beam splitter. LC: Lente convexo. LF: Lente colima-
dor. PM: Portamuestras)

4.2.3. Configuracion experimental de las medidas de
fotoluminiscencia resonante

Para las medidas de fotoluminiscencia resonante se utilizé como fuente de
luz un led blanco marca Chanzon con una potencia de 100 W y que tiene una
emision con un rango entre 400 nm y 620 nm. La luz emitida por este LED
pasa a través de un monocromador Bausch and Lomb de 1350 surcos por nm.
Este monocromador estda automatizado mediante un servomotor conectado
a una Raspberry Pi que cambia la longitud de onda seleccionada mediante
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un codigo. La luz transmitida por el monocromador se enfoca mediante un
lente sobre un beam splitter que separa la luz en dos haces, uno con 20 por
ciento de la intensidad incidente, y otro con 80 por ciento de la intensidad
incidente. La luz transmitida por el haz de menor intensidad es recolectada
mediante una fibra optica conectada a un espectrometro Ocean Optics USB-
4000-UV-VIS descrito anteriormente, mientras que la luz transmitida por el
haz de mayor intensidad se enfoca sobre la muestra mediante un lente de
longitud focal de 3.5 cm. La luz emitida por la muestra se colecta mediante
una fibra éptica conectada a un espectrémetro Stellarnet Silver Nova descrito
anteriormente. Un diagrama de la configuracién experimental aqui descrita
se puede hallar en la figura 4.4.

Espectrémetro

Monocromador

FO

Espectrometro

Figura 4.4: Configuracién experimental de las medidas de fotoluminisencia
resonante (FO: Fibra éptica. BS: Beam splitter. LC: Lente convexo. LF:
Lente colimador. PM: Portamuestras)
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Capitulo 5

Resultados y discusion

5.1. Absorciéon

En la Figura 5.1 se muestran espectros de absorbancia tipicos de mues-
tras seleccionadas de BCC, NEVO y QTO. Todos estos espectros muestran
bandas de absorbancia centradas alrededor de 500 nm, 532 nm, 588 nm y
632 nm. Estas bandas son el resultado de transiciones épticas asociadas a la
molécula de hemoglobina, que es uno de los cromdéforos mas importantes de
la piel humana.

La figura 5.2 muestra la deconvolucién gaussiana de un espectro de absor-
bancia de BCC, en el que aparecen cuatro bandas diferentes. Para explicar el
origen de estas bandas, utilizaremos el trabajo de Volkov et al. [24]. Compa-
raron medidas experimentales de absorbancia de la hemoglobina con calculos
TD-DFT (teorfa del funcional de la densidad dependiente del tiempo) para
asociar ciertas transiciones opticas a las bandas de absorbancia. Utilizan-
do estos resultados, se pudo tomar en cuenta la contribucién de cada una
de las hemoglobinas al espectro de absorcién de piel y asociar transiciones
electronicas a cada una de las bandas deconvolucionadas.

Primeramente, la banda centrada en 500 nm (linea verde) se puede aso-
ciar a una transicién del componente orbital d,. del anillo de porfirina al
orbital 7* antienlazante del anillo de porfirina en la metahemoglobina.La
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Figura 5.1: Medidas de espectros tipicos de absorcién de muestras de piel.
Azul: Queratosis (QTO). Rojo: Nevus (NEVO). Negro: Carcinoma basoce-
lular (BCC)

banda alrededor de 532 nm (linea azul) podria ser la contribucién de tres
transiciones diferentes. La primera (541 nm), de un orbital de enlace 7 del
anillo de porfirina al orbital d,. del hierro en disposicién de antienlazan-
te con respecto al orbital de antienlazante 7* del anillo de porfirina en la
oxihemoglobina. La segunda (536 nm) de un componente orbital d,, a una
coordinacién no enlazante de los orbitales 7 enlazantes del anillo de porfirina
en la metahemoglobina. La tercera (554 nm) es una transicion de transferen-
cia de carga desde un orbital de enlace m de la porfirina al orbital d,. del
hierro en configuracién antienlazante con el componente 7* de la porfirina
en la desoxihemoglobina.
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Figura 5.2: Espectro de absorciéon de piel deconvolucionado. Se muestran
cuatro bandas gaussianas.

La banda alrededor de 588 nm (linea purpura) podria ser el resultado de
las contribuciones de tres transiciones diferentes. La primera, la mencionada
transicién de 554 nm en la desoxihemoglobina. La segunda (576 nm) una
transicion desde un orbital de enlace 7 del anillo de porfirina a un empareja-
miento de tipo 7 de los componentes orbitales d,, del hierro y 7* del oxigeno
en la oxihemoglobina. La tercera (576 nm) desde los orbitales de enlace m en
el prirrol B a un componente electrénico d,, del ion hierro en la metahemo-
globina. La banda en torno a 632 nm (linea amarilla) podria atribuirse a una
transicién desde un orbital de enlace 7 localizado en el anillo de pirrol A a
un componente electronico d,. del ion hierro en la methemoglobina.

Un resumen de la informacién aqui presentada se puede observar en la tabla.

Otro aspecto relevante que puede observarse en los resultados obtenidos es
el comportamiento caracteristico de los espectros asociados a cada diagnésti-
co especifico. Con el fin de identificar patrones, se ha realizado un anélisis
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Centro (nm) | Transiciones asociadas

500 Dy, — 7 (500 nm) CC (Metahemoglobina)

539 Dy, — 7* (532 nm) CC (Metahemoglobina)
m — Dy, (541 nm) CFe (Oxihemoglobina)
7 — Dy, (554 nm) CFe (Deoxihemoglobina)
7 — Dy, (554 nm) CFe (Deoxihemoglobina)

588 m — Dy, = 7 (576 nm) CFeO (Oxihemoglobina)
m — Dy, (576 nm) CFe (Metahemoglobina)

632 m — Dy, (632 nm) CFe (Metahemoglobina)

Tabla 5.1: Transiciones electronicas asociadas a distintas bandas de absorcion
en tejido cutaneo.

del comportamiento promedio de los espectros de absorcion, agrupandolos
segun el diagnéstico correspondiente.

Absorbancia
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Figura 5.3: Comparacion entre el espectro tipico de muestras cancerosas
(BCC) y muestras no cancerosas (QTO, NEVO)
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La figura 5.3 muestra espectros tipicos de las muestras BCC, NEVO y
QTO. A partir de estos espectros, se puede observar que alrededor de los
500 nm las muestras BCC presentan una absorbancia mayor que NEVO y
una absorbancia similar a QTO. Alrededor de los 532 nm, BCC presenta
una absorbancia mayor que tanto NEVO como QTO. Lo mismo se observa
alrededor de los 588 nm y 632 nm. Sumado a esto, las muestras medidas de
SCC presentan una absorbancia similar a NEVO y QTO alrededor de los 500
nm, y una absorbancia mayor alrededor de los 532 nm, 588 nm y 632 nm.

Ademas, se ha realizado un andlisis t-student relacionando el area bajo
la curva de las bandas antes mencionadas entre dos grupos, diagnésticos
cancerigenos (BCC, SCC) y diagnésticos que no son cancerigenos (NEVO,
QTO). Como tal, se encontraron diferencias estadisticamente signficativas
para la banda centrada en 588 nm (p=0.021565), las otras tres bandas no
presentan significancia estadistica.

En resumen, se puede observar una mayor absorbancia en el tejido can-
ceroso (BCC) en comparacién con el tejido no canceroso (NEVO, QTO), es-
pecificamente, en las bandas gaussianas con mayores contribuciones de oxihe-
moglobina y deoxihemolgobina. Esto puede atribuirse a la angiogénesis, un
proceso mediante el cual los tumores crean nuevos sistemas vasculares nece-
sarios para que las células cancerosas accedan al flujo sanguineo y crezcan
[21].

5.2. Fotoluminiscencia

Para el anédlisis de las medidas de fotoluminiscencia, se ha tomado en

cuenta que los espectros de emisiéon han sido normalizados. Es decir, cada
meddi

En la Figura 5.4 se muestran espectros de fluorescencia tipicos de mues-
tras seleccionadas de BCC, NEVO, QTO e hiperplasia. Todos estos espectros
presentan un rango de emisién comprendido entre 425 nm y 650 nm, con una
mayor intensidad de emision alrededor de los 500 nm. Este comportamien-
to se atribuye a la presencia de diversos fluoréforos en el tejido cutaneo,
previamente mencionados.
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Figura 5.4: Espectro de emisién tipico de muestras cancerosas (BCC) y mues-
tras no cancerosas (QTO, NEVO, Hiperplasia)

Considerando la diversidad de fluoréforos reportados en el tejido cuténeo,
resulta importante realizar una deconvolucién del espectro de emisién, con
el objetivo de asignar bandas gaussianas a componentes especificos. Esto
permite identificar qué regiones del espectro corresponden a determinados
fluoroforos. De esta forma, en la figura 5.5 se presenta la deconvolucion pre-
viamente mencionada, considerando que cada banda fue asignada con base
en los centros de emisién reportados en la literatura.

De manera similar al analisis realizado con los espectros de absorcién,
resulta relevante examinar el comportamiento promedio de los espectros de
emisién asociados a cada diagnédstico especifico. Con este propésito, se elaboro
un promedio espectral por grupo diagnéstico, cuyos resultados se presentan
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Figura 5.5: Espectro de emisién de piel, excitada a 365 nm, con seis bandas
gaussianas asignadas a cada fluoréforo.

en la figura 5.6. En dicha figura se observa el comportamiento tipico de las

muestras cancerigenas (SCC, BCC) en comparacién con las no cancerigenas
(QTO, NEVO).

En primer lugar, alrededor de los 450 nm, las muestras de SCC y BCC
presentan niveles de emision similares, ambos inferiores a los observados en
las muestras no cancerigenas. En el rango comprendido entre 475 nm y 525
nm, las muestras de BCC muestran una mayor emisién que las de SCC,
aunque ambas siguen por debajo de QTO y NEVO. Alrededor de los 550
nm se mantiene esta tendencia: BCC y SCC presentan menor emision en
comparacion con las muestras no cancerigenas. Esta diferencia persiste hasta
aproximadamente los 600 nm, a partir del cual los espectros de BCC y NEVO
comienzan a mostrar valores similares de emision.

Al igual que con los espectros de absorcion, se ha realizado un anélisis t-
student relacionando el area bajo la curva de las bandas asignadas a fluoréfo-
ros entre dos grupos, diagnésticos cancerigenos (BCC, SCC) y diagnésticos
que no son cancerigenos (NEVO, QTO). Como tal, se encontraron diferencias
estadisticamente signficativas para la banda centrada en 550 nm, asignada a
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flavinas (p=0.021565), las otras bandas no presentan significancia estadistica.
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Figura 5.6: Comportamiento promedio de espectros de emision de tejido
cutaneo.

En general, el comportamiento espectral observado segin los distintos
diagnésticos puede asociarse a diversos procesos bioquimicos involucrados en
el desarrollo de tumores cancerigenos. En primer lugar, la fluorescencia del
NADH, cuya senal se presenta en el espectro alrededor de los 485 nm, dis-
minuye durante la fosforilacion oxidativa debido a su conversién en NAD+,
una forma no fluorescente [25]. Por otro lado, la reduccién en la emisién de
flavinas observable alrededor de los 550 nm se ha relacionado con la inhibi-
cién de la respiracién mitocondrial [26]. En particular, la disminucién de la
fluorescencia del FAD, con una emisién tipica en torno a los 515 nm, en tejido
canceroso refleja una menor actividad mitocondrial, lo cual puede interpre-
tarse como un indicador metabdlico de las alteraciones celulares asociadas al
proceso tumoral [27].
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5.3. Fotoluminiscencia resonante

Con el objetivo de estudiar los posibles canales de resonancia presentes
en el tejido cutaneo, es fundamental conocer los rangos de absorcién de las
distintas moléculas fluorescentes que lo componen. Esto permite identificar
cuales de estos rangos fueron efectivamente excitados al variar la longitud de
onda de excitacion, y asf establecer una posible relacién entre la senal emitida
y las especies moleculares involucradas. Para eso, se presenta en la tabla 5.2
los rangos de absorcion de las moléculas presentadas en este estudio.

Molécula | Rango de absorcion
Colageno 210-240 nm
NADH 300-370 nm
FAD 350-500 nm
Flavinas 350-500 nm
Lipofuscina 300-600 nm
Porfirinas 500-650 nm

Tabla 5.2: Rangos de absorcion fluoréforos presentes en tejido cutaneo.

De esta manera, se observa que moléculas como el NADH y el coldgeno
no pueden ser estudiadas adecuadamente dentro del rango de trabajo de
este experimento (400 nm — 600 nm), ya que sus bandas de absorcién se
encuentran fuera de dicho intervalo. Por el contrario, en este mismo rango si
es posible excitar moléculas igualmente relevantes como el FAD y las flavinas,
cuyos espectros de absorcion coinciden con las longitudes de onda empleadas.

En la figura 5.7 se presentan algunos de los resultados obtenidos en las
mediciones de fotoluminiscencia resonante, correspondientes al rango de ex-
citacion de 471 nm a 517 nm. En dicha figura, cada grafico representa un
par excitacion-emision. Las lineas punteadas muestran los espectros de ex-
citacion, mientras que las lineas continuas corresponden a los espectros de
emision. Se observa que, a medida que la longitud de onda de excitacion au-
menta, la senal de fotoluminiscencia del tejido se desplaza hacia longitudes
de onda mayores, lo cual sugiere un comportamiento espectral dependiente
de la excitacion.

Al excitar la muestra dentro del rango de 478 a 500 nm, se observa un in-

28



cremento progresivo en la intensidad de emisién junto con un desplazamiento
hacia longitudes de onda cercanas a 550 nm. Este comportamiento se explica
por el solapamiento de las bandas de absorcion de fluoréforos cutdneos que
responden en ese intervalo, principalmente las flavinas, con absorcién entre
450-490 nm, y la lipofuscina, cuya absorcion se extiende hasta aproximada-
mente 500 nm, ademas de la presencia de una banda debil de absorcién de
porfirinas en aproximadamente 505 nm. La excitacién simultdnea de estos
compuestos produce una contribucion aditiva en esta region del espectro, lo
que se refleja en el crecimiento de la banda observado al aumentar la longitud
de onda de excitacion dentro de ese rango. [25, 28, 29].

Para las demas longitudes de onda mencionadas en este estudio no se
observaron canales de resonancia claramente definidos. Esta ausencia podria
explicarse por la presencia de multiples procesos de reabsorcion, inducidos
por la alta concentracion y diversidad de fluoréforos presentes en el tejido
cutdneo. Muchos de estos compuestos presentan rangos de absorcién que
se solapan entre si, lo que dificulta la identificaciéon de transiciones épticas
especificas asociadas a un solo fluoréforo, de acuerdo a lo reportado en otros
estudios [30].

Ademiés, algunos autores han senalado que los procesos de reabsorcion
dentro del tejido pueden verse significativamente influenciados por la absor-
cion de la hemoglobina en el rango visible, la cual compite con la excitacion y
emisién de otras moléculas fluorescentes [31, 32]. Esta combinacién de facto-
res contribuye a la complejidad de la emision observada en fotoluminiscencia
resonante y limita la posibilidad de identificar canales de resonancia bien
definidos.
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Figura 5.7: Espectros de excitacion y emision de fotoluminiscencia resonante
en el rango 471 nm - 517 nm, cada linea representa un par excitacion-emision
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excitacion, las sélidas la emision respectiva.

30



Pl (a.u.)

60000

1.0

40000

20000

Longitud de onda (nm)

R 478 nm Punteado: excitacién.
S - - - 484 nm Continuo: emision.
e, ke 491 0m
S N k- 500nm 708
" "'. : ‘. '+..-
e PR 406 £
¢ L " g o
. LY " I '. . zZ
. LI o, .t i
. . . . . I . 0-
A Y A Ho04
A A I
e . 0.2
. K “ 1' .‘ /
T neatenr .‘T‘ T
475 500 525 550 575

Figura 5.8: Espectros de excitacion y emision de fotoluminiscencia resonante
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longitud de onda. Las lineas punteadas representan excitaciones, las continuas
emisiones. Las lineas verticales cortadas representan maximos de absorcién

de FAD y porfirinas.
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Capitulo 6

Conclusiones y
recomendaciones

6.1. Conclusiones

En este trabajo se analizaron las propiedades 6pticas del tejido cutaneo
mediante espectroscopia de absorcién, fotoluminiscencia y fotoluminiscencia
resonante, con el proposito de identificar caracteristicas asociadas a diagnosti-
cos especificos de cancer de piel.

Los espectros de absorcién presentaron bandas claramente definidas alre-
dedor de 500 nm, 532 nm, 588 nm y 632 nm, que se relacionan con transicio-
nes electrénicas de la hemoglobina en sus diferentes estados (oxihemoglobina,
deoxihemoglobina y metahemoglobina). La deconvolucion espectral permitié
asignar estas bandas a transiciones especificas, lo que contribuye a una mejor
comprensién de los croméforos predominantes en la piel humana. Ademas,
se observé que las muestras cancerosas (BCC y SCC) mostraron una ma-
yor absorbancia en las bandas asociadas a la hemoglobina, en comparacion
con tejidos no cancerosos (NEVO, QTO). Este incremento puede atribuirse
a procesos de angiogénesis, propios del desarrollo tumoral, que generan un
aumento en la vascularizacion y la concentracién de hemoglobina.

Los espectros de fotoluminiscencia revelaron un rango de emisién entre
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425 nm y 650 nm, con mayor intensidad cerca de los 500 nm, reflejando la
contribucion de multiples fluoréforos presentes en el tejido. La deconvolucion
de estos espectros facilito la asignacién de bandas gaussianas a fluoréforos
especificos, permitiendo analizar el comportamiento promedio de la emision
para distintos diagnosticos. Se encontrd que las muestras cancerosas tienden
a mostrar una emision menor en la regién cercana a 485 nm (asociada a
NADH) y en torno a 515-550 nm (relacionada con flavinas y FAD) respecto
a muestras no cancerosas, reflejadas alteraciones metabdlicas asociadas a la
actividad mitocondrial reducida en tejido tumoral y al estrés oxidativo.

En el estudio de la fotoluminiscencia resonante, se analizaron los rangos
de resultados mostraron un desplazamiento de la emision hacia longitudes de
onda mayores aabsorciéon de moléculas fluorescentes relevantes en el tejido
cuténeo, identificando que solo algunas (como FAD y flavinas) pueden ser
excitadas dentro del rango espectral empleado (400-600 nm), mientras que
otras, como NADH y colageno, presentan bandas de absorcién fuera de este
intervalo y por tanto no fueron adecuadamente estudiadas. Los | incrementar
la longitud de onda de excitacion, lo que indica una dependencia espectral
de la emisién respecto a la excitacion.

Sin embargo, no se detectaron canales de resonancia claramente definidos,
situacion atribuible a la superposicion y solapamiento de los rangos de ab-
sorcion de multiples fluoréforos en la piel, asi como a procesos de reabsorcién
afectados por la fuerte absorcién de la hemoglobina en el rango visible. Estas
interacciones dificultan la identificacion de transiciones Opticas especificas y
limitan el andlisis de resonancias claras en las mediciones.

Estos hallazgos muestran la utilidad de las técnicas espectroscopicas co-
mo herramientas complementarias para el estudio de enfermedades como el
ancer de piel, asi como su posible uso en métodos de diagnodstico alternati-
VOS.
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6.2.

Recomendaciones

Realizar estudios adicionales de fotoluminiscencia resonante
en el rango UV: Extender las mediciones de RPL al intervalo de
200—400 nm permitiria analizar el comportamiento de la emision en
regiones donde se espera una mayor contribucion de fluoréforos como
coldgeno y NADH, aportando informaciéon complementaria sobre los
procesos Opticos involucrados.

Ampliar la diversidad y caracterizacion clinica de las mues-
tras: Incorporar mas muestras de distintos tipos de lesiones cutaneas
(por ejemplo, nevos melanociticos, queratosis actinicas, melanomas) y
considerar factores como edad, fototipo o localizaciéon anatémica de
la lesion, permitiria establecer relaciones espectrales mas especificas y
potencialmente ttiles para aplicaciones diagnésticas.

Realizar simulaciones computacionales mediante DFT: Se re-
comienda desarrollar estudios basados en teoria del funcional de la den-
sidad (DFT), que simulen los espectros de absorcién y emisién de com-
binaciones moleculares (como NADH, FAD, flavinas y coldgeno). Esto
permitiria predecir fenémenos de solapamiento y contribuir al entendi-
miento tedrico de los resultados experimentales.

Relacionar la informacién espectral con parametros clinicos o
histopatoldgicos: Integrar los datos 6pticos obtenidos con diagnosti-
cos médicos o andlisis histologicos podria validar el uso de espectros-
copia como herramienta complementaria para la identificacién no inva-
siva de patologias cutaneas.
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