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Estudio de la caracterizacion de colesterol total presen-
te en suero de sangre por técnicas opticas.

J. A. Gonzalez-Sosa, J. R. Kantiin-Montiel, P. G. Lemus-Alonso.
Facultad de Ingenieria y Tecnologia, Universidad de Montemorelos, Montemorelos, Nuevo Ledn, México.

Resumen—L.as técnicas convencionales para cuantificar coleste-
rol total en suero de sangre requieren de un proceso meticuloso
y tardado, empleando reactivos quimicos como fenol y peroxi-
dasa, que hacen dichas técnicas costosas. Para minimizar estas
desventajas, algunos estudios han sugerido el uso de técnicas
Opticas como la interferometria para caracterizar el colesterol
en muestras congeladas y frescas. En un interferémetro contro-
lado podemos suponer que el indice de refraccion de una mues-
tra es el factor predominante en la forma de las franjas de un
interferograma. En el presente trabajo se analizé el indice de
refraccion de 70 muestras de suero de sangre con ayuda de un
refractdmetro, para determinar si existe una relacion entre éste
y la cantidad de colesterol total. Los resultados obtenidos con-
tradicen los hallazgos de investigaciones anteriores.

Palabras clave - interferometria, suero de sangre, colesterol total,
indice de refraccion.

I. INTRODUCCION

A. Antecedentes

A lo largo del altimo siglo se han realizado diversos es-
tudios relacionados con la caracterizacion del suero de san-
gre y sus componentes quimicos. Entre ellos destacamos la
caracterizacién del colesterol total presente.

En estudios recientes se planted la posibilidad de caracte-
rizar el colesterol en suero de sangre utilizando técnicas
interferométricas, teniendo como herramienta principal para
la posible caracterizacién un interferometro de Mach-
Zehnder. Se analizaron muestras de suero de sangre congela-
das [1] previamente cuantizadas por la escuela de quimicos
de la Universidad de Montemorelos y agrupadas como mues-
tras de suero con colesterol bajo, medio y alto. Se prosiguié
con el analisis de las muestras bajo la técnica interferométri-
ca escogida para poder encontrar patrones y posibles correla-
ciones entre la informacion proporcionada por los interfero-
gramas resultantes y los valores cuantizados dados.

Los resultados interferométricos finales no presentaron
concordancia en la agrupacion de las muestras con colesterol
alto, pero si se manifesté concordancia en los niveles de
colesterol bajo y medio. Concluyeron que esta discrepancia
fue causada por el congelamiento de las muestras analizadas,
y que para eliminar dicho error era necesario el analisis de
muestras frescas. En el 2015 [2] se realiz6 el mismo estudio
con muestras de suero “frescas”. Donde se encontraron resul-
tados similares. Debido a lo anterior concluyeron que las
discrepancias podrian deberse a errores de ruido ambiental

como vibraciones mecanicas y errores propios de los disposi-
tivos usados en el arreglo interferométricos.

En la presente investigacion bajo un andlisis tedrico-
practico se pretende verificar la viabilidad del método pro-
puesto y sugerir un proceso adecuado para la caracterizacion
del suero, eliminando errores que no se habian tomado en
cuenta.

B. Definicion del problema.

Algunas técnicas actualmente utilizadas para la determi-
nacion de colesterol total, asi mismo como de colesterol
HDL y LDL, requieren de una serie de compuestos quimicos
0 reactivos indispensables para el proceso de cuantificacion.
Entre estos compuestos se destacan el fenol, la aminofenazo-
na y la peroxidasa [3]. Ademas de requerirse dichos reacti-
VoS, estos procesos también hacen uso de diferentes aparatos
e instrumentos de laboratorio como tubos de ensayo, micro-
pipetas, y espectrofotometros o analizadores para lecturas a
500-550 mn. para manipular las sustancias y realizar los
calculos [4]. Como es evidente, los utensilios que se emplean
tienen un valor, un costo monetario, y muchos de ellos son
degradables al realizarse un determinado proceso de analisis,
como es el caso de los reactivos. De acuerdo con la escuela
de Quimicos de la Universidad de Montemorelos, el analisis
del colesterol total presente en una muestra de suero tiene un
costo cercano a los $80 pesos, los cuales al analizar 10 mues-
tras diariamente se convierten en $400 pesos; con el tiempo,
dichos $400 pesos se convierten en $4,000 y asi sucesiva-
mente mientras mas muestras sean analizadas.

La propuesta consiste en el desarrollo de un método al-
ternativo para la caracterizacion y consecuente cuantificacion
del colesterol total presente en muestras de suero de sangre
mediante técnicas Opticas, las cuales son no destructivas [5]
Y no requieren reactivos adicionales para poder determinar la
cantidad de colesterol en una muestra. La relevancia del
proyecto se haria significativa a largo plazo ya que seria asi
como se evidenciaria un gran ahorro de recursos al utilizar
técnicas Opticas frente técnicas convencionales en lo que
respecta a la determinacion de los niveles de colesterol en
muestras de suero de sangre.

C. Justificacion del problema.

Estudios experimentales en animales, asi como genéticos
y epidemiologicos, han mostrado que los valores elevados de



colesterol total y particularmente de las lipoproteinas de baja
densidad (c-LDL), constituyen un importante factor de riesgo
para el desarrollo de la cardiopatia aterosclerosa (CAE). Las
investigaciones epidemiolégicas prospectivas consistente-
mente han detectado una relacién directa entre las concentra-
ciones de colesterol sérico y la incidencia de CAE [6]. La
ingesta excesiva de colesterol y las mutaciones genéticas en
el rLDL promueven el incremento de colesterol sérico por
encima de los niveles recomendables, lo que favorece la
génesis de la ateroesclerosis. Estilos de vida saludables,
tratamientos dietéticos y farmacolégicos logran reducir las
concentraciones de colesterol plasmatico, lo que disminuye
la probabilidad de sufrir un evento coronario [7].

La relevancia del presente trabajo radica en poder acer-
carnos al la identificacion de un método alternativo mas
econémico y sustentable para la caracterizacion y futura
cuantizacion del colesterol total en suero de sangre, que
pueda otorgar un tiempo de andlisis mas corto a los tiempos
requeridos por las técnicas convencionales actuales y asi
promover el rapido inicio tanto de los tratamientos dietéticos
como farmacoldgicos destinados al control y nivelacion de la
cantidad de colesterol total en los pacientes analizados.

D. Objetivos.

= Identificar un método alternativo valido para la caracte-
rizacion del colesterol total presente en muestras de sue-
ro de sangre, por medio de revision bibliografica.

= Analizar si existe una entre relacion los compuestos
quimicos del suero de sangre con sus propiedades 6pti-
cas.

E. Hipotesis

Los cambios en la cantidad de lipoproteinas de baja y alta
densidad que determinan el colesterol presente en suero de
sangre, ademas de variar sus propiedades quimicas, también
varian sus propiedades opticas como son el indice de refrac-
cién, indice de absorcién Optica, esparcimiento, entre otras.
Si estos fenémenos dpticos son medidos y caracterizados es
posible encontrar una relacién entre ellos y el aumento o
disminucion del colesterol presente en muestras de suero sin
la necesidad de agregar reactivos quimicos.

Mediante técnicas dpticas, con el paso del tiempo se aho-
rrarian recursos monetarios en cantidades considerables al
analizar la presencia de colesterol en muestras de suero ya
que se eliminaria la constante adquisicion de reactivos. El
factor importante a tomar en cuenta en favor de la importan-
cia del proyecto es el hecho de poder analizar mas muestra
en menos tiempo. Este hecho se debe a que no seria necesa-
ria la operacion de separacion de los diferentes componentes
del suero para cuantificar el HDL y LDL por el hecho de
tratarse de una técnica no destructiva [8].

. FUNDAMENTOS TEORICOS.
A. Marco teérico

Los lipidos, como por ejemplo el colesterol, se unen a
apoproteinas en suero para formar lipoproteinas. Las lipopro-
teinas se clasifican tipicamente en quilomicrones, lipoprotei-
nas de densidad muy baja (VLDL), lipoproteinas de baja
densidad (LDL), lipoproteinas de alta densidad (HDL), etc.,
segln las propiedades quimicas. Entre ellas, se sabe que
LDL es una sustancia causal que induce a la arteriosclerosis.
Diversos estudios epidemioldgicos han aclarado que el nivel
de colesterol LDL estd fuertemente relacionado con la fre-
cuencia del inicio de enfermedades arterioscleroticas. Por lo
tanto, la realizacién de medidas del colesterol LDL a través
de un método de rutina sencillo podria ser muy util clinica-
mente.

En lo que se refiere a los métodos convencionales para
medir el colesterol LDL, se conocen diferentes métodos [8],
por ejemplo un método en el que se separa LDL de otras
lipoproteinas por ultra centrifugado para medir el colesterol.
Otro método consiste en manchar los lipidos tras la separa-
cién por electroforesis con el fin de medir la intensidad del
color revelado. Sin embargo, la mayoria de estos métodos no
se utilizan rutinariamente como consecuencia de las compli-
cadas operaciones y limitaciones que suponen el manejo de
los diversos especimenes. Un tercer método sensibiliza un
vehiculo con un anticuerpo que se une a una lipoproteina
distinta a LDL, después se mezcla con una muestra, y se
fracciona tomando una parte no unida al vehiculo para medir
los colesteroles que contiene. Aunque este método es mas
adecuado para un ensayo de rutina, en comparacién con el
método anterior, el procedimiento de ensayo implica etapas
manuales, lo que hace que la automatizacién de los procedi-
mientos de ensayo sea dificil. De esta forma, sigue sin con-
tarse con un método adecuado para manejar un amplio nu-
mero de espécimes.

Al mismo tiempo, en lo que se refiere a un método para
determinar cuantitativamente y fraccionadamente lipoprotei-
nas en una muestra sin utilizar medios de separacion como
ultra centrifugado o electroforesis, se conoce un método
segln el cual, tras la determinacién fraccionada de colestero-
les en HDL y otras lipoproteinas (es decir, quilomicron,
VLDL y LDL), se emplea la reactividad de enzimas (tipica-
mente colesterol oxidasa y colesterol esterasa) para inducir
exclusivamente colesterol HDL a la reaccién de enzima [8].

La Escuela de Quimico Clinico Biélogo (QCB) de la
Universidad de Montemorelos (UM), para determinar la
cantidad de colesterol presente en las muestras de suero de
sangre que recibe, utiliza técnicas analitica enzimaticas; el
método enzimatico colorimétrico.

Los métodos enzimaticos para el analisis de colesterol se
desarrollaron en los afios 70s, y desde entonces han reempla-
zado a los métodos quimicos casi por completo. En los mé-



todos enzimaticos se determina el colesterol total directa-
mente en plasma o en suero, en una serie principal de tres
reacciones simultaneas [3]:

CHE
Colesterol éster + H,0 —  Colesterol + Acido Graso

Un colesterol esterasa o éster (CHE) hidroliza los ésteres de
colesterol a colesterol mas acidos grasos libre.

CHOD
Colesterol + 0, — colest + 4 en-3-ona + H,0,
A continuacién, un colesterol oxidasa (CHOD) oxida todo el
colesterol a colestenona y peréxido de hidrégeno.

POD
H,0, + Fenol + 4-AP —  Quinona + 2H,0

El peréxido de hidrégeno es sustrato de una peroxidasa
(POD) que junto con 4-aminoantipirina (4-AP) da lugar a la
formaciéon de un colorante quinoemia o0 quinona roja. La
quinona formada es proporcional a la concentracion de coles-
terol en la muestra, la cual es determinada con la ayuda de un
espectrofotémetro.

Determinacion de colesterol total.

Material adicional
- Espectrofotdmetro o analizador para lecturas a 505
nm.
- Cubetas de 1.0 cm. de paso de luz.
- Equipamiento habitual de laboratorio.

Para la determinacion total del colesterol de una muestra,

es (til disponer de tubos de ensayo rotulados como blanco,
estandar y muestra. La muestra se refiere al suero a valorar y
se colocan tantos tubos muestras como sueros se quieran
valorar .
Posteriormente, deben administrarse con la ayuda de una
pipeta los componentes indicados en la Tabla 1, afiadiendo
en Gltimo lugar el reactivo de trabajo de colesterol. La Es-
cuela de QCB de la UM utiliza un reactivo de la empresa
SPINREACT incluido en su método para determinar coleste-
rol CHOD-POD Liquido, el cual contiene [9]:

PIPES pH 6.9 90 mmol/L
Fenol 26 mmol/L
Colesterol esterasa (CHE) 1000 U/L
Colesterol oxidasa (CHOD) 300 U/L
Peroxidasa (POD) 650 U/L
4-Aminofenazona (4-AF) 0,4 mmol/L

Tabla 1. Componentes necesarios y cantidades para determinar colesterol
total.

Blanco Estandar Muestra
Estandar de coles- - 10 ul. -
terol (patron)
Suero (muestra) - - 10 ul.
Reactivo de trabajo 1ml. 1ml. 1ml.

A continuacion, se realizan los pasos siguientes [9]:

= Mezclar e incubar 5 min a 37 °C (6 10 min a tempe-
ratura ambiente entre 15y 25 °C.).

= Leer la absorbancia (A) del patrdn y la muestra
frente al blanco de reactivo a 505 nm. con la ayuda
del espectrofotometro. El color es estable como mi-
nimo 60 minutos.

= Calcular la concentracion de colesterol total de ¢

ada una

de las muestras de suero del suguiente modo:

Absorbancia — Muestra

mg/dl = * Conc. estandard, 1)

Absorbancia — Estandard

donde:

= Absorbancia - Muestra = Nivel de absorbancia de la
muestra de suero a 505 nm.

=  Absorbancia - Estandar = Absorbancia estandar a
505 nm.

= Conc. Estandar = Valor del estandar, usualmente
200 mg/dl.

El método enzimatico colorimétrico SPINREACT para

cuantificar colesterol en suero de sangre posee un control de
calidad que plante la conveniencia de analizar junto con las
muestras sueros de control valorados: SPINTROL H Normal
y Patolégico. Enfatiza que si los valores hallados se encuen-
tran fuera del rango de tolerancia, se debe revisar los instru-
mentos, los reactivos y la calibracion.
Alguna de las caracteristicas mas sobresalientes del método
enziméatico SPINREACT es que presenta un rango de medida
gue va desde el limite de deteccion 0,113 mg/dL hasta el
limite de linealidad 750 mg/dL. Ademas, cuenta con una
sensibilidad analitica de 1mg/dL.

El presente trabajo tiene como objetivo principal la iden-
tificacién de un método adecuado para relacionar las propie-
dades quimicas del suero de sangre con sus propiedades
oOpticas de modo que la caracterizacion y cuantificacion del
colesterol total presente sea mas rapida y sencilla. Entre las
principales propiedades Opticas se encuentran la absorcion, el
indice de refraccion y la dispersion, entre otras. Algunas de
las técnicas utilizadas para medir estos fenémenos 6pticos
son:




1) Interferometria

Las técnicas dpticas no destructivas y sus aplicaciones
industriales han jugado un papel muy importante en los ulti-
mos afios. Con ellas pueden llevarse a cabo mediciones sin
estar en contacto con los objetos a medir y permiten hacer la
medicién en campo completo en un tiempo muy cercano al
tiempo real [10]. Entre las técnicas Opticas no destructivas
maés importantes encontramos la interferometria [11].

El principio fundamental de la interferometria consiste en
la interaccion o interferencia entre dos ondas luminosas [12],
una onda conocida y la otra con la informacidn que se desea
medir. Cuando la cresta de una onda coincide con el valle de
la otra, la interferencia es destructiva y las ondas se ven
anuladas mutuamente. EI campo 6ptico resultante de la suma
de las ondas luminosas se representa matematicamente co-
mo:

E=E, +E, 0]

donde E,. es equivalente al campo de referencia y E; repre-
senta el campo de prueba. El patron de interferencia resultan-
te se identifica como I = a + bCos®, donde a representa la
luz de fondo, b corresponde a la luz de modulaciéon y @ es la
relacion entra las fases de los haces que interfieren. El patron
de franjas adquirido depende del indice de refraccion, la
diferencia de camino Optico recorrido por los haces y la
diferencia de amplitudes (absorcién). La informacion rele-
vante del objeto de prueba est4 codificada en la funcién de
fase @. Para descifrar dicha fase, una de las técnicas mas
utilizadas es la Interferometria de Corrimiento de Fase (PSI).
El concepto de PSI esta relacionado con un cambio de fase
que varia en el tiempo al ser introducido entre los frentes de
onda. Una sefial que varia en el tiempo es entonces produci-
da en cada punto de medicién en el interferograma, y la fase
relativa entre los dos frentes de onda en esa ubicacidn esta
codificada en esas sefiales [13].

Una superficie con errores de altura h(x, y) probada en re-
flexion producira un error de frente de onda @(x, y):

B(x,y) = T, (3a)

y para la refraccion
O(x,y) = 277[ [n(x,v,2) dz (3b)

donde x, y y z son las coordenadas espaciales y 4 es la longi-
tud de onda.

Las expresiones generales para los frentes de onda de
pruebay de referencia en el interferémetro son:

W, (3%,7,6) = @, (x, )10 @)=, )

we(x,y) = az(x,y)el e, (5)

donde a,(x,y) y a:(x,y) son las amplitudes, ¢,(x,y) y
¢.(x,y) son las respectivas fases de los haces que se suman,
y 6(t) es un cambio de fase que varia en el tiempo introdu-
cido dentro del haz de referencia, el cual puede resultar fisi-
camente de cambios ya sea en el haz de referencia o en el
haz de prueba [13]. El patr6n de intensidad resultante es

I(X'y't) = |Wr(x'y't)+wt(x'y)|21 (6)
0 bien,
106y, 6) =1'(ey) + 1"(x,y) cos [0, (x,y) — 8,.(x,») + 6], (7)

donde I'(x,y) = a?(x,y) + a?(x,y) es la intensidad pro-
medio, y I"' (x,y) = 2a,(x,y) a.(x,y) es la modulacion de
intensidad. Si se define ¢ (x, y) para ser la diferencia de fase
del frente de onda ¢, (x,y) — ¢, (x,y), se obtiene

IGy, ) =1'(x,y) + 1"(x,y) cos [8(x, y) + 8(D)], ®)

la cual es la ecuacion fundamental de la Interferometria de
Corrimiento de Fase (PSI, en sus siglas en inglés). La inten-
sidad en cada punto varia como una funcién sinusoidal del
cambio de fase introducido §(t) con un desfase temporal
dado por la fase de frente de onda desconocida.

a) Interferémetro de Michelson

Entre los muchos interferémetros existentes, destacamos
el interferémetro de Michelson por su minima cantidad de
componentes necesarios, su facil implementacién y sencilla
calibracién. El interferémetro de Michelson consiste, de
forma bésica, en una fuente laser divergente, la cual, al en-
contrarse con un divisor de haz, es separada en dos frentes de
onda idénticos, propagandose en direcciones perpendicula-
res. Estos haces se reflejan en sendos espejos planos, vol-
viéndose a recombinar al atravesar de nuevo un divisor de
haz. Si los espejos estuviesen situados a la misma distancia
del divisor de haz, entonces, despreciando las diferencias
debidas al espesor del espejo, los haces se recombinarian en
fase, y no se obtendria ningun patron de interferencia [14].

L2 L &) ooty |

ESPEJO

FUENTE
LUMINO A Y -
MOMOCROMATICA "

FRANJAS OF
IMTERFERENCLA

PANTALLA

Figura 1. Esquema de interferometro de Michelson.

En general, un interferometro puede ser utilizado de dos
formas: introduciendo cambios especificos en el camino del



haz, lo que permite obtener informacion acerca de la fuente
de luz que es utilizada, y por otra parte, si las caracteristicas
de la fuente de luz son conocidas con precision, se pueden
producir cambios en el recorrido del haz y estudiar sus efec-
tos en el patrén de interferencia. En el interferémetro de
Michelson, las caracteristicas del patrén de interferencias
dependen de la relacion de fase entre los dos haces que inter-
fieren. Hay dos formas de cambiar la relacion de fase: a)
modificar la distancia que viaja uno de los haces y b) cam-
biar el medio a través del cual pasa uno de los haces. Cual-
quiera de los dos métodos modifica el patrén de interferencia
[15]. La dltima forma de cambiar la relacién de fase toma
lugar cuando una muestra sustancial necesariamente translu-
cida es puesta en uno de los caminos Opticos generados al
dividir el haz incidente inicial debido a que modificamos el
medio de propagacion.

El interferdmetro Michelson es histéricamente importan-
te, cuyo disefio proporciona una configuracién muy simple
de la interferometria empleando principios basicos. Se pue-
den realizar mediciones de longitud de onda de la luz, indice
de refraccion del aire y otras sustancias [16].

2) Absorcion (Ley Lambert - Beer)

La Ley Lambert-Beer es un medio matematico para ex-
presar cdmo la materia absorbe la luz. Esta ley afirma que la
cantidad de luz que atraviesa una muestra es disminuida por
tres fendmenos fisicos [17], los cuales son:

e La cantidad de material de absorcion en su trayecto-
ria (concentracion molar del absorbente).

e La distancia que la luz debe pasar a través de la
muestra (distancia de la trayectoria Optica).

e Laprobabilidad de que el fotén de esa amplitud par-
ticular de onda sea absorbido por el material (absor-
bencia o coeficiente molar de extincion).

A medida que un haz de luz atraviesa un medio ab-
sorbente, la cantidad de luz absorbida en cualquier volumen
es proporcional a la intensidad de luz incidente multiplicado
por el coeficiente de absorcidn. Consecuentemente, la inten-
sidad de un haz incidente decae exponencialmente a medida
que pasa a través del absorbente.

Esta relacion cuando se expresa como Ley de Lambert es:

T=10-¢cd, obien, T=10-A; T= j— )
donde
T = Transmitancia.
¢ = Coeficiente molar de extincion.
¢ = Concentracion molar del absorbente.
d = Distancia de la trayectoria optica en cm.

En un enfoque simplificado, la transmitancia puede ser
expresada como la intensidad de la radiacion incidente, I,

que divide a la luz emergente de la muestra, I. La Figura 2
presenta de manera mas comprensible el fenémeno de absor-
cién Optica, asi mismo como la identificacion de I, y ;.

—
I,

L
T
ll)

e
1

Figura 2. Fenémeno de absorcién éptica.
De esta manera, la absorcién es medida como:

A:-Ioglo(;—l) o A=-loglo(T)  (10)

3) Indice de refraccion

El indice de refraccidn es un pardmetro muy util de los
medios homogéneos, este esta estrechamente vinculado a las
fuerzas intermoleculares a través de su dependencia con la
densidad. Es ampliamente utilizado en la determinacion de la
concentracion de numerosas soluciones (por ejemplo: saca-
rosa y cloruro de sodio), ademas es un medio sencillo y bara-
to de caracterizacion de compuestos simples en colaboracién
con otras técnicas [18].

El fendmeno de refraccidn consiste en la desviacion de
trayectoria que sufre un haz de radiacién monocromaética al
pasar desde el vacio a otro medio material de distinta densi-
dad (Figura 3). A nivel molecular este fendmeno se debe a la
interaccion entre el campo eléctrico de la radiacién y los
electrones de las moléculas, originandose temporalmente
momentos dipolares inducidos [19].

Vacio

Superficie

|\ Medio

T

Figura 3. Fenémeno de refraccion.

Se cumple la siguiente relacién, conocida como ley de Snell,
que define el llamado indice de refraccion “n”:

seni

(11)

senrt’

donde i y r son los angulos de incidencia y refraccion que
forma el haz con la normal a la superficie de separacion.

A su vez, la interaccion entre la radiacién y el medio oca-
siona una reduccién en la velocidad de la luz mientras ésta



camina a través del medio. Este fendmeno estd relacionado
con el indice de refraccion por:

n=§ (12)

donde ¢ y v son las velocidades de propagacion de la radia-
cion en el vacio y en el medio.

El indice de refraccion de un medio depende de la tempe-
ratura y de la longitud de onda de la radiacion, por lo que al
referirse a un indice de refraccién han de especificarse los
valores de estas magnitudes.

4) Coloides

El reconocimiento de los coloides comienza con la dife-
renciacion de las soluciones acuosas en cristaloides o verda-
deras y coloidales [20].

El coloide es un sistema formado por dos o més fases,
principalmente: una continua, normalmente fluida, y otra
dispersa en forma de particulas; por lo general solidas. La
fase dispersa es la que se halla en menor proporcién. Nor-
malmente la fase continua es un liquido, pero pueden encon-
trarse coloides cuyos componentes se encuentran en otros
estados de agregacion. Los coloides se clasifican segun la
magnitud de la atraccion entre la fase dispersa y la fase con-
tinua o dispersante. Si esta Ultima es liquida, los sistemas
coloidales se catalogan como «soles» y se subdividen en
liofobos (poca atraccion entre la fase dispersa y el medio
dispersante) y «liéfilos» (gran atraccion entre la fase dispersa
y el medio dispersante). Si el medio dispersante es agua se
denominan «hidréfobos» (repulsion al agua) e «hidrofilos»
(atraccion al agua) [21].

Caracteristicas de los coloides:

e  Tamafio de particula de 50-1000 nm.

e Las particulas no se ven al microscopio pero presen-
tan “efecto Tyndall”.

e No pasan las membranas semipermeables.

e Las particulas tienen una carga eléctrica, el poten-
cial de superficie, que contribuye a su estabilidad.

e Solucion cristaloide “verdadera”: transparente y sin
dispersion de la luz.

e Solucion o dispersion coloidal: efecto Tyndall y/o
dispersion de la luz opalescencia.

Tabla 2. Fase dispersora y fase dispersa de los coloides [22].

Nombre Fase dis- Fase disper- Ejemplo
persa sora
Sol Sélido Liquido Proteinas en
agua, leche
descremada
Espuma Gas Liquido Crema batidas
Espuma sdélida Gas Sélido Helados, pan
Emulsion Liquido Liquido Mayonesa,
leche
Gel Liquido Sélido Gelatinas
Aerosol (humo) Liquido Gas Humo para
productos
carnicos
Sol sélido Sélido Sélido Poco importan-
tes

5) Colesterol

Es una sustancia adiposa (lipido) producida por el higado
y se encuentra en todas las partes del organismo. Si bien, hay
que advertir que su presencia es necesaria ya que el organis-
mo utiliza el colesterol para producir hormonas, vitamina D
y los acidos biliares que ayudan a digerir la grasa. Pero basta
con cantidades minimas de colesterol en la sangre para satis-
facer estas necesidades y el higado produce todo el colesterol
que el cuerpo necesita.
Los niveles de colesterol elevados en la sangre pueden au-
mentar el riesgo de enfermedades cardiacas. Los niveles de
colesterol tienden a aumentar con la edad. El aumento de
colesterol no suele tener signos ni sintomas, pero puede
detectarse con un analisis de sangre [23].

6) Colesterol total

Se entiende como el nivel total de colesterol en la sangre.
Un nivel superior a los 200 mg/dl se considera alto. El coles-
terol alto en la sangre indica un riesgo mayor de sufrir ataque
al corazén y ataque cerebral [24].

a) Niveles totales de colesterol en la sangre:

e Menos de 200 mg/dL = Deseable (menor riesgo).

e 200 a 239 mg/dL = Limite elevado (mayor riesgo).

e 240 mg/dL y superior = Colesterol en la sangre ele-
vado.

e Maés del doble de riesgo que el nivel deseable.

7) Colesterol LDL

Las lipoproteinas de baja densidad, también se denomina
colesterol “malo” debido a la relacion comprobada entre los
niveles altos de LDL y la enfermedad cardiaca. La meta
principal de cualquier programa de tratamiento para el coles-




terol es reducir el colesterol LDL. La cantidad de LDL que
debe reducirse depende de sus otros factores de riesgo de
enfermedad cardiaca [25].

Por ejemplo, un nivel de LDL de 130 mg/dL es aceptable
en una persona sana que no tiene factores de riesgo de en-
fermedad cardiaca. Sin embargo, si usted ya tiene una en-
fermedad cardiaca u otros factores de riesgo significativos
como diabetes o enfermedad renal crénica, debe reducirse su
nivel de LDL en la mayor medida posible. Los pacientes
pertenecientes a este grupo de alto riesgo deben tener un
nivel de LDL igual o inferior a 70 mg/dl.

a) Niveles de colesterol LDL:

e Menos de 70 mg/dL = Objetivo opcional si tiene
un riesgo muy alto de ataque al corazén o muerte
por ataque al corazon.

e Menos de 100 mg/dL = Optimo para personas
con enfermedades del corazén o diabetes.

e 100 a 129 mg/dL = Cerca o por encima del nivel
optimo.

e 130 a 159 mg/dL = Limite elevado.

e 60 a 189 mg/dL = Elevado.

e 190 mg/dL y superior = Muy elevado.

8) Colesterol HDL

Denominado como lipoproteinas de alta densidad,
también se denomina colesterol “bueno”. Se ha demostrado
gue niveles mas altos de colesterol HDL reducen el riesgo de
enfermedad cardiaca. EI HDL ayuda a eliminar parte del
colesterol del torrente sanguineo y lo lleva de regreso hacia
el higado. Los niveles objetivos de HDL son superiores a 40
mg/dl en el caso de los hombres y superiores a 50 mg/dl en
el caso de las mujeres. En el caso de pacientes con enferme-
dad cardiaca, el nivel de colesterol HDL debe ser el més alto
posible [25].

a) Niveles de colesterol HDL:

e Menos de 40 mg/dL en hombres = HDL bajo
(mayor riesgo).

e Menos de 50 mg/dL en mujeres
(mayor riesgo).

e 40 a59 mg/dL = Cuanto mas elevado, mejor.

e 60 mg/dL y superior = HDL elevado (menor
riesgo).

HDL bajo

9)  Triglicéridos

Son grasas transportadas en la sangre de las comidas que
comemos. El exceso de calorias, el alcohol o el azicar en la
sangre en el cuerpo son convertidos en triglicéridos y guar-
dados en células grasas a través del cuerpo [26].

b) Niveles de triglicéridos:
e Menos de 150 mg/dL = Normal
e 150 a 199 mg/dL = Limite elevado
e 200 a 499 mg/dL = Elevado
e 500 mg/dL y superior = Muy elevado

Tanto los triglicéridos como el colesterol son sustancias
grasas conocidas como lipidos. Los triglicéridos son grasas,
el colesterol no lo es. El colesterol es una sustancia cerosa y
sin olor hecha por el higado. Es una parte esencial de las
partes celulares y los nervios. El colesterol también juega un
rol importante en las funciones del cuerpo tales como la
digestion y la produccién hormonal. Ademaés de ser produci-
do por el cuerpo, el colesterol proviene de los alimentos
animales que nosotros comemos.

Los triglicéridos son las reservas del cuerpo en forma de
grasa, guardados para su uso como energia. Los triglicéridos
vienen de los alimentos que comemos y también son produ-
cidos por el cuerpo.

Por si mismo, el colesterol no se puede mezclar o disolver en
la sangre. Por lo tanto, el higado empaqueta el colesterol con
los triglicéridos y las proteinas en transportadores llamados
lipoproteinas para transportarlos a otros lugares a través del
cuerpo.

10) Plasma fresco congelado (PFC)

El plasma extraido de la sangre total, es congelado vy
guardado; para llevar a cabo este proceso es necesario tomar
en cuenta algunas normas de seguridad, tales se pueden ob-
servar en manuales de hemoterapia.

El plasma debe ser congelado a —20°C; con un volumen
de 200 a 250cc aprox. y una duracién maxima de 6 meses,
podria durar hasta 1 afio si se conserva a una temperatura
inferior a —30°C [4]. Este hemocomponente contiene agua,
carbohidratos, grasa, minerales, proteinas y, dentro de las
Ultimas, todos los factores de coagulacion (labiles y esta-
bles), si es obtenido dentro de las 6 horas de la extraccién. Se
recomienda procesar las muestras dentro de las 48 a 72 horas
después de la adquisicion [27].

B. Estado del arte.

Se han realizado hasta nuestros dias diversas exploracio-
nes basadas en conocimientos épticos para la caracterizacion
de elementos cuya diferenciacién es importante y se encuen-
tran presentes en procedimientos industriales, en institucio-



nes de investigacion médica, y en otros ambitos cientificos.
Se muestran a continuacién algunas investigaciones desarro-
lladas para estimar la viabilidad de caracterizacion de parti-
culas poliméricas y membranas termoneumaticas por técni-
cas opticas, y como con el uso de dichas técnicas también
pueden conocerse las propiedades de determinados minerales
dentro de la industria petrolera.

En 1993, en la Universidad Nacional de la Plata, Yebrin

realizé un trabajo para determinar el tamafio de particulas
poliméricas por medio de distintas técnicas dpticas. Entre
estas técnicas se encontraron los métodos de distribucion
angular y los métodos de atenuacion o extincion. Las dos
variaciones de los métodos de atenuacion o extincion utiliza-
das fueron identificadas como importantes en la caracteriza-
cion, pero los métodos de distribucion angular fueron los
mMAs precisos.
La primera variante de los métodos de atenuacion o extin-
cién, denominada de transmitancia espectral (TE), ajusta
mediciones en el rango de longitudes de onda normal de un
espectrofotémetro ultravioleta-visible (200-900 nm.); la otra,
maés simple, esta basada en la comparacion de la atenuacién
medida a varias concentraciones N para una sola longitud de
onda, siendo N el nimero de particulas por unidad de volu-
men [28].

El método de distribucion angular, el cual emplea un nefe-
I6metro polar para medir la distribucion angular de la luz
dispersada, en conjunto con una celda portamuestras y un
detector montado sobre un brazo mévil que incluye ciertos
elementos dpticos que permiten recoger la luz dispersada en
una pequefia zona de la muestra, fue catalogado como el mas
preciso para la determinacion del tamafio de las particulas
poliméricas ya que es poco sensible a variaciones del indice
de refraccion complejo, y si lo es, en cambio, a variaciones
del radio de la forma de las particulas.

Por otro lado, Mercedes Pérez (2012), integrante del Ins-
tituto Geociencias de Madrid, expone que las técnicas de
caracterizacion Optica que destacan en la industria petrolera,
son: la Microscopia Optica de Polarizacion (MOP) y la Di-
fraccion de Rayos X (DRX).

Con la técnica de microscopia Optica de polarizacién, las
propiedades épticas de los minerales se estudian con luz
polarizada, esto es, luz que vibra en una Unica direccion.
Para ello, se emplean materiales que actian como filtros,
dejando pasar s6lo una direccion de vibracion. Los micros-
copios petrograficos tienen dos de estos filtros, el polarizador
y analizador, refiriéndose a ambos como nicoles. Segln su
colocacién, los minerales se observaran con los nicoles para-
lelos o cruzados, a 90° [29].

Los minerales que cristalizan en el sistema cubico son is6-
tropos a la velocidad de la luz. El rayo de luz no se desdobla
en su interior y, al cruzar los nicoles, la direccién de vibra-
cién atravesada por el polarizador es totalmente anulada por
el analizador y el campo de vision queda completamente
0SCUro.

Los minerales opacos se observan de igual modo con los
nicoles paralelos y cruzados, siendo necesarias técnicas pe-
trograficas de luz reflejada para su identificacion [29].

Los métodos difractométricos se basan en la difraccion de
radiaciones que produce la materia cristalina. Entre estos
métodos (de rayos X, de electrones, de neutrones..., segin la
longitud de onda de la radiacion aplicada) la DRX supone el
maés versatil y utilizado. Los rayos X corresponden a la parte
del espectro electromagnético comprendida entre la radiacion
ultravioleta y los rayos gamma. Se trata de una radiacion
capaz de atravesar cuerpos opacos a la luz, de ahi su utilidad.
Los cristalégrafos Laue y Ewald descubrieron que los crista-
les pueden ser utilizados como rendijas de difraccion de la
radiacion X, al presentar el espaciado reticular entre sus
planos magnitudes del mismo orden que la longitud de onda
de la radiacién X. Por este motivo, los rayos X pueden expe-
rimentar fendmenos de difraccion al interaccionar con la
materia cristalina.

Cada especie cristalina contiene un conjunto de planos reti-
culares caracteristicos que permiten su identificacién. Un
difractograma es un listado de los espaciados de estos planos,
representados mediante una serie de picos. Cada angulo de
difraccién queda representado en un pico y el conjunto de
estos picos se denomina difractograma de rayos X. Cada
mineral tiene su serie de picos caracteristicos y su identifica-
cién es posible atendiendo a sus tres picos de mayor intensi-
dad.

Entre algunas otras técnicas opticas utilizadas en la actua-
lidad para caracterizar diferentes objetos o sustancias se
encuentra la interferometria. En un estudio realizado en Es-
pafia en 2007, Duarte et al. utilizaron la interferometria para
la caracterizacion y medicion de la distribucion de desplaza-
miento de membranas termoneumaticas, utilizando un inter-
ferometro de Michelson. Como resultados del estudio se
obtuvo que con la ayuda de un interferémetro de Michelson
es posible realizar una caracterizacion precisa del compor-
tamiento dindmico de una membrana. Asi mismo, se conclu-
y6 que el método interferométrico planteado es facilmente
adaptable a la caracterizacion de dispositivos, con dimensio-
nes reducidas, que presenten como principio de funciona-
miento la variacion de su geometria [30].

Como es evidente, se ha logrado la caracterizacién de di-
ferentes elementos por medio de técnicas Gpticas pero nin-
guno de los experimentos antes mencionados se enfoca en el
estudio de sustancias presentes en biofluidos como el suero
de sangre y la sangre misma. Ahora, nos enfocaremos en
estudios relacionados con la caracterizacion de estos bioflui-
dos cuyas metas fueron el determinar la cantidad presente de
sus diferentes compuestos y hacer diferencia entre ellos. El
objetivo de esta seccion es para explorar las diversas técnicas
Opticas ya utilizadas en sangre y sus derivados cuyos resulta-
dos y potencial para la caracterizacién han sido comprobados
y analizados, a fin de observar su viabilidad para la caracte-
rizacion del colesterol presente en muestras de suero.



1) Estudios relacionados con la caracterizacion de sue-
ro de sangre, sus componentes, y la sangre misma.

Método y sistema para el diagnostico de cancer por medio
de espectroscopia de suero de sangre.

Este estudio, realizado por el departamento de biologia de

la Universidad de Liaoning, China, presenta el desarrollo de
un instrumento préctico para la caracterizacion de suero de
sangre por Fluorescencia de Laser Inducido (LIF) y el espec-
tro Raman, para el diagnostico de cancer. De acuerdo con el
proposito del instrumento, se eligio el plan tradicional de
doble espectrdmetro equipado con un fotomultiplicador
(PMT). Se utilizé un laser de iones de argén como la fuente
de excitacion de la luz. Después de ser modulado por un
divisor, el haz es reflejado hacia la muestra. En la direccion
vertical del haz, la fluorescencia y el espectro Raman son
enfocados por un lente dentro del doble espectrémetro. Una
vez siendo amplificado por un amplificador lock-in, los datos
espectrales son ingresados a una computadora y transmitidos,
posteriormente, de acuerdo con el espectro en la pantalla, los
resultados del diagnostico pueden ser obtenidos [31].
El instrumento de diagnéstico de cancer basado en un siste-
ma de auto-fluorescencia de suero de sangre con laser indu-
cido y espectroscopia Raman es considerado en tres partes, 0
en otras palabras, es compuesto por tres sistemas: sistema de
fuente dptica, sistema de deteccion y sistema de control.

| | | Arion
Fluorescence laser
Double Sample Chopper
specrosmeter
PMT >
o
Lock-in
amplifier
Control —<— Computer
pannel

Figura 4. Instrumento utilizado para la caracterizacion de suero mediante
LIF y espectroscopia Raman.

Variaciones en los picos de fluorescencia y decrementos de
intensidad de ésta fueron observados después de que las
muestras recibieron radiacion por laser. Las propiedades de
la biologia molecular y la bioquimica que permiten los cam-
bios espectrales caracteristicos entre las muestras normales y
cancerigenas dieron paso a una caracterizacion con un alto
grado de precision.

Fueron investigadas cuatrocientas cincuenta y nueve mues-
tras usando el método espectroscdpico propuesto y el método
clinico para una comparacion posterior. De las 159 muestras
que fueron diagnosticadas como malignas (presencia de
cancer) por patologia, 130 casos (81.76%) de éstos fueron
asi mismo detectados por medios del método espectroscopi-
co. 48 casos benignos de 52 (92.31%) fueron diagnosticados

mediante la técnica dptica en relacion con el diagndstico
clinico.

Luego de que el diagndstico de cancer inducido por un laser
resultd un éxito, dicha técnica ha sido llevada a cabo satis-
factoriamente en el diagndstico de algunos canceres, tales
como cancer de estémago, de higado, entre otros; la preci-
sion de la técnica desarrollada es cerca del 85%. Esto desa-
rrolla una nueva tecnologia en el campo de diagnéstico de
cancer [31].

Deteccion de cancer colorectal por medio de espectroscopia
Raman de superficie mejorada basada en nanoparticulas de
oro, aplicada en suero de sangre y bajo un andlisis estadisti-
co.

Duo et al. (2011), profesores de la Universidad Normal
de Fujian, presentaron la viabilidad de un método alternativo
para la deteccién de cancer colorectal por medio del analisis
del suero de sangre a través de la Espectroscopia de Raman
de Superficie Mejorada (SERS, por sus siglas en inglés)
afiadiéndole una solucién de nanoparticulas de oro a las
muestras [32]. Soluciones nanocoloidales de oro estable
fueron preparadas usando el proceso desarrollado por Grabar
et al. En pocas palabras, 500 ml. de 1 mmol HAuCLg4 fue

llevado a su punto de ebullicién con un movimiento vigoro-
s0. Rapidamente, se le agregd a la solucién en ebullicion 50
ml. de 38.8 mmol de citrato de sodio, cambiando asi su co-
lor. El proceso de ebullicién continu6é por 10 minutos; se
retird la mezcla de la fuente de calor manteniendo el movi-
miento que durd por 15 minutos mas. La sustancia resultante
de particulas coloidales es caracterizada por una absorcion
méaxima en 527 nm.

Las muestras experimentales de suero fueron obtenidas de 45
voluntarios saludables tomados como el grupo de control y
de 38 pacientes con diagndsticos histopatoldgicos y clinicos
confirmados como positivos. Todos los pacientes fueron
tomados del Hospital de Tumores de Fuzhou y éstos tenian
trasfondos similares tanto étnicos como socioeconémicos.
Después de 12 horas de ayuno durante la noche, una muestra
Unica de sangre periférica fue obtenida de los sujetos bajo
estudio entre 7:00 - 8:00 a. m. con el uso de un coagulante.
Antes de la medicion SERS, 30 ul de suero de sangre fueron
mezclados con 30 pl de nanoparticulas coloidales de oro.
Ambas sustancias fueron diluidas mutuamente con la ayuda
de la punta de una pipeta para crear una mezcla tan homogé-
nea como fuese posible. La sustancia resultante fue incubada
durante 2 horas a una temperatura de 4 °C antes de la medi-
cién. Entonces, una gota de la mezcla fue transferida sobre
un plato de aluminio rectangular para el analisis SERS.

Un micro-espectrometro Raman confocal (Renishaw, Gran
Bretafia) y una excitacion de laser de diodo de 785 nm. fue-
ron usados para la medicion del espectro SERS en el rango

de 300-1800 cm'”. Los espectros SERS fueron adquiridos
con un tiempo de integracion de 10 s. en geometria de retro-



dispersién usando un microscopio equipado con un objetivo
. -, 01

Leica 20x con una resolucién espectral de 2 cm . La detec-

cion de las sefiales Raman fue realizada con una camara de

dispositivo de carga acoplada (CCD) refrigerado Peltier. El
volumen iluminado por el laser fue cercano a 3 x 10° ul., y

el nimero de particulas medidas fue aproximado a 7.5 x 10",
El paquete de software WIRE 2.0 (Renishaw) fue empleado
para la adquisicion y el andlisis espectral. La calibracion de
frecuencia fue asignada por referencia a la banda vibracional

520 cm' ' de una oblea de silicio.

Para estudiar los efectos del mejoramiento del coloide de oro
sobre la dispersién Raman del suero humano, se obtuvieron y
grabaron espectros Raman y espectros SERS de muestras de
suero del grupo de voluntarios saludables y del grupo de
voluntarios con cancer colorectal. Los espectros SERS de
suero con solucién de oro afiadida, el espectro Raman de
suero regular sin solucion de oro y la sefial Raman de fondo
del coagulante con solucién de oro afiadida fueron medidos
bajo la misma configuracion de instrumentacion con un
poder de laser de 5 mW y un tiempo de adquisicion de datos
espectrales de 10 s. La intensidad de las muchas bandas de
vibracién dominantes incrementan draméaticamente, indican-
do que hay una fuerte interaccion entre los coloides de oro y
el suero. Debido a esta interaccién, sustancias bioquimicas
del suero son estrechamente ligadas a superficies de coloides
de oro nanotexturizadas, dirigiendo asi a un extraordinario
mejoramiento en la intensidad de la dispersion Raman.

Después de obtener los espectros SERS (con solucién de oro
afiadida) para los pacientes voluntarios con cancer colorectal
y para los voluntarios catalogados como saludables, se llega
a la conclusién que las intensidades pico SERS a 725 y 638

cm'” aparecen obviamente diferentes entre el suero de cancer
y suero normal, lo cual ha sido considerado como un impor-
tante diagndstico diferencial de enfermedades. En este estu-
dio, un algoritmo de diagnostico empirico basado en el radio

de intensidad pico SERS en 725 cm ' para adenina a la in-

. . o1 . .
tensidad pico en 638 cm ~ para tirosina fue empleado para
clasificar muestras de suero de c&ncer colorectal y normales
[32].

Los resultados finales del estudio exploratorio demostra-
ron que hay diferencias especificas en los espectros SERS
entre suero normal y suero canceroso, sugiriendo gran poten-
cial para andlisis SERS de suero en la deteccion de cancer
colorectal y aplicaciones de examinacion [32].

Medicion de concentracion quimica de muestras de suero de
sangre y orina usando Espectroscopia Raman de Fibra Op-
tica con Nucleo Liquido (LCOF).

Qi y Berger (2007), realizaron este trabajo con un propo-
sito doble. El primer objetivo fue la realizacién de la primera
espectroscopia Raman basada en LCOF para la cuantifica-

10

cién de concentraciones de analitos en biofluidos. El segun-
do fue el establecer si los métodos de correcciéon mejoran la
precision de prediccion [33].

La instrumentacion utilizada para el desarrollo del proyecto
es mostrada en la Figura 6. Brevemente, la muestra de bio-
fluido fue colocada entre el LCOF e iluminada secuencial-
mente por un laser de 830 nm. (L) y una fuente termal de
banda ancha a través de una fibra (OF,). Espectros retrodis-
persados Raman y de luz blanca transmitidos fueron graba-
dos para el mismo rango de longitud de onda por un espec-
trégrafo y un detector CCD. Dos fibras adicionales estuvie-
ron localizadas en el extremo final mas lejano del LCOF: la
fibra OF, guia la luz de el LCOF hacia un contador de poten-
cia (PM) para la calculacién del coeficiente de absorcion en
la determinada longitud de onda del laser, y OF; envia la luz
del laser transmitida hacia un espectrémetro (Ocean Optics,
Dunedin, Florida) para monitorear posibles cambios en los
picos del laser durante el experimento.

—p |aser
=== Raman
——>> white light

BPF
T 1.
OF,

g
S L LCOF oF,

w OF, w
EF oM

830 nm laser

Figura 5. Esquema del instrumento utilizado.

El LCOF fue hecho de Teflon-AF y manufacturado por Bio-
general Incorporated. La longitud del LCOF fue 30 cm., con
diametros internos y externos de 600 y 800 um.; el volumen
total fue por lo tanto menor a 0.1 ml. La potencia del laser
fue de aproximadamente 160 mW. en la entrada de el LCOF.
La resolucién espectral fue aproximadamente 7 cm™ como
fue determinada usando lineas de emision de neén. La reso-
lucién Raman fue no inferior a 13 cm™ como se especifico
por el pico de fenilalanina 1004 cm™.

Las muestras de suero de sangre y orina fueron colectadas de
espécimes previamente obtenidos clinicamente en el Centro
Médico de la Universidad de Rochester siendo eliminada la
identificacion del donador. 80 muestras de suero de sangre se
obtuvieron en 4 dias con una taza de 20 por dia. Durante los
9-14 dias que transcurrieron entre las mediciones de concen-
tracion de referencia clinicas y el experimento Raman, las
muestras fueron refrigeradas a 4 °C. Asi mismo, 80 muestras
de orina se recolectaron al cabo de una semana con una pro-
porcion de 10 a 20 muestras por dia. En este caso, de 2 a 8
dias transcurrieron entre la referencia y las mediciones Ra-
man [33].

Para la adquisicion de los espectros, las muestras fueron
puestas lenta y establemente dentro del sistema LCOF con la
ayuda de una jeringa de 1 ml. para minimizar la formacion
de burbujas de aire, las cuales dispersan la luz y de esta for-
ma degradan el rendimiento LCOF. En el experimento de la
orina, tres inyecciones de 1 ml. cada una fueron afadidas a



cada muestra; las primeras dos inyecciones fueron hechas
para evacuar posibles residuos.

Las muestras visiblemente turbias fueron descartadas. Para
cada muestra, Los espectros Raman se tomaron primero,
seguidos rapidamente por los espectros de luz blanca para
minimizar posibles cambios de la muestra. En el estudio del
suero de sangre, el espectro Raman estuvo integrado por 60
marcos (frames) de 3 s. cada uno, y los espectros de luz
blanca por un Unico marco de 30 s. En el estudio de la orina,
los espectros Raman y de luz blanca fueron integrados por 40
marcos de 2 s. cada uno. En total, 75 espectros de suero de
sangre y 73 espectros de orina fueron grabados tanto para
Raman y luz blanca. Ambos experimentos espectrales se
finalizaron en 2 dias, con aproximadamente 40 corridas
muestrales cada dia. La realineacion y reordenamiento del
instrumento fue realizada entre los dos dias para minimizar
errores. El sistema fue alineado maximizando la intensidad
Raman pico 890 cm™ de una solucién acuosa de etanol a
20%.

El resultado de los andlisis espectrales, después de una serie
de analisis graficos y de patrones, demostré la capacidad de
la técnica Raman de LCOF para realizar mediciones de mul-
tiples analitos clave en muestras clinicas de suero de sangre y
orina a concentraciones fisiologicas. Se lleg6 a la conclusion
de que la mayoria de las concentraciones pueden ser predi-
chas dentro de la precision de un analizador clinico de refe-
rencia usando espectros de 10 s. Las correcciones basadas en
absorcidn para las variaciones en la eficiencia de recoleccion
de LCOF mejoraron las predicciones de la mayoria de los
analitos, mostrando que la medida de trasmision de luz blan-
ca adicional fue beneficiosa. Ademas, se notd que el sistema
Raman LCOF se presta bien para el analisis automatizado de
muestras a volimenes altos tanto en geometria como cuando
hay falta de consumibles [33].

Aplicacién de Espectroscopia Molecular en la Region Infra-
rroja Media para la Determinacion de Glucosa y Colesterol
en Sangre y Suero de Sangre.

Los métodos enziméticos actuales requieren frecuentes
muestras de sangre y la utilizacién de varios compuestos
guimicos. Ademas, tales métodos proveen solo valores dis-
cretos. Estas deficiencias estimularon esta investigacion
dentro del potencial de la espectroscopia infrarroja (IR),
particularmente en el rango infrarrojo cercano (near-1R), con
una vision a la aplicacién futura de esta técnica para el moni-
toreo continuo no invasivo de glucosa y otros componentes
de sangre sin la necesidad de quimicos adicionales [34].

La region infrarroja media (mid-IR) es util dentro de los
métodos invasivos para la determinacién de componentes
sanguineos por medio de la técnica de reflectancia total ate-
nuada (ATR, por sus siglas en inglés) pero las mediciones de
transmitancia simples de la sangre liquida o del suero de
sangre son imposibles de realizar dentro de la region infra-
rroja media debido a la presencia de agua en la matriz. Los
experimentos realizados con la técnica de reflectancia ate-
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nuada (ATR) son realizados con la ayuda de celdas de flujo
ZnSe a base de cristal. Este enfoque, de cualquier modo, esta
asociado con algunas deficiencias tales como la absorcion de
proteinas sobre el cristal, lo cual requiere que la celda sea
desmontada y que el cristal sea frecuentemente pulido.

En este trabajo, desarrollado por Budinova enl1997, la
técnica ATR fue evitada; en su lugar, se probd la factibilidad
de emplear espectroscopia infrarroja de transformada de
Fourier (FT-IR) dentro de la region media infrarroja para
determinar glucosa y colesterol en muestra de sangre y de
suero de sangre puestas sobre una tarjeta o placa de polieti-
leno y después secadas.

En el experimento, las muestras de sangre fueron obtenidas
durante una examinacion de rutina en el laboratorio bioqui-
mico de Praha-MaleSice. Las muestras de sangre fueron
centrifugadas para obtener el suero y afiadidas cada una a un
vaso con capacidad de 2.5 ml. que contenia un anticoagulan-
te, sal K,EDTA seca o una gota de una solucién de K,EDTA.
Las muestras fueron puestas sobre una tarjeta de polietileno
con el uso de una pipeta automatica, de modo que cubrieran
un area no menor a 4 mm?, y secadas con aire. Sobre cada
placa fueron colocadas cuatro muestras de sangre. Seis con-
juntos de muestras fueron obtenidas de esta manera, com-
prendiendo un total de 131 muestras de sangre pura y 136
muestras de suero de sangre. Las concentraciones de glucosa
y colesterol en los grupos de muestras recayeron sobre los
rangos de 85.1 £ 275.3 y 158.5 + 301.5 mg/dL, respectiva-
mente.

Un grupo de muestras comprendido de 104 muestras de
sangre puray otro de 80 muestras de suero fueron preparados
para ser utilizados en experimentos con KSCN como un
estandar interno. Para esto, volimenes de 500 ml. de una
solucién acuosa con 40 mg. de KSCN fueron pipeteados
dentro de 50 recipientes, se les evaporé el agua, y se les
afiadiéo 500 ml. de sangre o suero; se mezclaron, y cuatro
muestras se pipetearon sobre cada tarjeta. La concentracion
de glucosa en las muestras estuvo entre 99.6 + 346.0 mg/dL.

Las concentraciones de glucosa y colesterol en las muestras
fueron determinadas con la ayuda de un analizador Selectra
(Merck), teniendo como base la medicién fotométrica de los
productos de reaccion de las reacciones enzimaticas. Estan-
dares de referencia con concentraciones de componentes
certificados fueron utilizados.

Los espectros muestrales fueron escaneados utilizando un
espectrometro FT-IR Nicolet 210 controlado por computado-
ra, equipado con un detector DTGS y un divisor de haz KBr.
Sesenta y cuatro interferogramas se tomaron y midieron
sobre la region de 400 a 4000 cm™ con una resolucion de 8
cm™. La autoganancia fue aplicada. Una compartimiento de
celda vacio represent6 el fondo, el cual fue medido después
de cada remplazo de la placa de polietileno para optimizar la
compensacion de banda del CO, y el vapor de agua.

Se empled la version 1.2 del software OMNIC para el proce-
samiento de los espectros. En la Figura 6 se muestran ejem-
plos de los espectros de sangre, de suero de sangre, y de la
tarjeta de polietileno limpia.
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Figura 6. Espectros infrarrojos de sangre (A), suero de sangre (B), y una

tarjeta limpia (C).

Desde que las muestras se aplicaron sobre tarjetas con dife-
rente grosor, los diferentes espectros tuvieron que ser norma-
lizados. La evaluacién estuvo basada en la asuncién de que
la concentracion total de los componentes de la sangre y del
suero son casi constantes. La region espectral a través de la
region 1850 - 950 cm™ fue integrada sobre la escala de ab-
sorbancia con respecto a la linea base, con el propoésito de
pasar a través de los dos lados de la regi6on mencionada. La
absorcion del polietileno fue eliminada omitiendo el rango
entre 1482 — 1422 cm™. El radio del area convencionalmente
elegida, 100, al &rea del espectro integrado represent6 el
factor de normalizacion por el cual los espectros experimen-
tales fueron multiplicados.

Dentro de los resultados y la discusién del articulo, se di-
ce que la repetitividad de las mediciones fue juzgada sobre
un conjunto de 10 muestras de sangre pura y 10 muestras de
suero. Los espectros fueron medidos el mismo dia de la toma
de muestras y después en cinco dias. Entre las dos medicio-
nes, las tarjetas de polietileno fueron almacenadas a tempera-
tura ambiente. Las medias aritméticas y las desviaciones
estandar se calcularon después de la eliminacion de
“outliers” de absorbancia para los numeros de onda por me-
dio de la prueba de Dixon. Las absorbancias obtenidas por la
doble medicion de las mismas muestras fueron estadistica-
mente comparadas probando una hip6tesis de identidad para
los dos valores medios. Los resultados de la prueba, basados
en los criterios de prueba que estan tabulados y calculados,
dieron evidencia de que los espectros de la muestras resulta-
ron estadisticamente no significativos en cuanto a su diferen-
cia. Por lo tanto, las mediciones fueron especificadas como
repetitivas. Aparentemente, después de la aplicacion de las
muestras sobre las tarjetas de polietileno y el secado, las
muestras de sangre y suero de sangre no cambian significati-
vamente y pueden ser medidas en un periodo de tiempo mas
extenso sin tener que preservarlas o congelarlas [34].
Ademas, la varianza de dispersion de las absorbancias en los
nameros de onda (longitudes de onda) seleccionados para la
glucosa fueron analizados. El efecto de dos factores se anali-
z6: la forma de insertar la tarjeta de polietileno (PE) dentro
del instrumento y la variabilidad en la aplicacion de la mues-
tra. Una muestra de sangre entera fue usada para esta prueba.
Los espectros de 10 muestras se midieron para cinco inser-
ciones repetidas dentro del espectrémetro; los espectros
fueron medidos cinco veces por cada insercion. El codigo
ANOVA desarrollado por el Departamento de Quimica Ana-
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litica del Instituto de Tecnologia Quimica de Praga, fue em-
pleado para realizar el célculo. Los resultados indicaron que
ambos, el método de aplicacion de la muestra y la reproduci-
bilidad de la insercion de la tarjeta dentro del espectrometro,
tienen un efecto estadisticamente significativo sobre la ab-
sorbancia en las longitudes de onda seleccionadas. Las dife-
rencias en las diversas muestras se deben principalmente a
las dificultades encontradas durante la aplicacién sobre la
tarjeta de PE; esto debido a que la sangre se pega a las pare-
des de la pipeta, su patron de aplicacion sobre la placa (tarje-
ta) de PE no es muy reproducible, y el grosor de la muestra
falla en ser lo suficientemente uniforme.

Modelos de Minimos Cuadrados Parciales (PSL). Treinta
y dos modelos de calibracion fueron establecidos para la
glucosa. Los modelos fueron creados tanto para las muestras
individuales como para todas las muestras en total. Los mé-
todos mencionados, basados en longitudes de onda seleccio-
nadas y en la region espectral entera pudieron ser aplicados
en el calculo. Los resultados mejores fueron logrados para el
suero de sangre, con el uso de el método de la regién espec-
tral entera. Aparentemente, la aplicacién de las muestras
sobre la placa de polietileno es més reproducible para el
suero de sangre que para la sangre en si, y esta consideracion
tiene un efecto mayor sobre los resultados del analisis.

Diez modelos de calibracién fueron establecidos para el
colesterol. En este caso, solamente el método de calibracion
basado en la region espectral entera fue aplicado, debido a
gue el método alternativo dio graficas de pobre calibracién
Otra razoén de por que el nimero de modelos fue tan bajo es
que las concentraciones de colesterol no fueron conocidas
para todas las muestras.

Tabla 3. Longitudes de onda y regiones espectrales (cm-1) elegidas para los
modelos de calibracion establecidos para los dos componentes sanguineos.

Component
Method Glucose Cholesterol
Wavenumbers 1035 955
1078 1057
1104 1371
1146
Entire region: 1185-950 1100-950

Los errores calculados en este documento fueron compa-
rados con aquellos publicados en otros articulos que también
tratan sobre la cuantificacién de los componentes sanguineos
por medio de Reflectancia Total Atenuada (ATR). La pobre
reproducibilidad del pipeteo de las muestras sobre la placa
(tarjeta) de PE fue la mayor fuente de error en este trabajo.
Los experimentos también sugirieron que el secado de la
sangre esta asociado con presiones que pueden perturbar la
capa de polietileno (PE). Se encontrd que los espectros de las
muestras secadas son virtualmente invariables con el paso
del tiempo, y que la pérdida de glucosa debido a la glicélisis
durante el periodo a partir de la medicion del valor de refe-
rencia a la aplicacion de la muestra sobre la tarjeta puede ser
una fuente sistematica de error. Se dice que seria deseable
conocer la dependencia de tiempo de la pérdida de colesterol
o0 glucosa, pero este experimento no fue realizado. El precio
alto actual de las tarjetas de PE fue una desventaja para el
enfoque sugerido [34].



Determinacion de Componentes de Suero Humano sin reac-
tivos usando Espectroscopia de Absorcion Infrarroja.

En 2003, Hahn et al. [35] demostraron un nuevo enfoque
para utilizar la técnica de absorcién espectroscopica del in-
frarrojo medio (mid-IR) en la determinacion en los niveles
de concentracién de componentes en suero humano tales
como las proteinas, la albimina, la globulina, y la glucosa
dentro del rango de concentracion fisioldgica sin usar reacti-
vos 0 algun pasa adicional de secado del espécimen. Un total
de 93 muestras de suero de sangre humana fueron obtenidas
del Samsung Medical Center y analizadas por la construc-
cién de un modelo de calibracién multivariada. Los valores
de referencia para la proteina total, la albumina, la globulina
y la glucosa se obtuvieron por medio del método convencio-
nal usando mediciones fotométricas basadas en reacciones
enzimaticas.

Los espectros de absorcion de los sueros de sangre fueron
medidos con un espectrofotdmetro Nicolet AVATAR 360
FT-IR. Este espectrometro fue equipado con un divisor de
haz KBr y un detector DTGS operando a temperatura am-
biente. Las muestras fueron puestas y mantenidas durante el
estudio en una celda de ventana de transmision BaF, con una
longitud de camino de 50 um. Los espectros fueron razona-
dos contra los espectros de Unico haz de una celda de venta-
na de transmision vacia y convertidas a una escala de absor-
bancia.

Cerca de 100 ul. de suero de sangre fue usado para llenar las
celdas. Los espectros de absorcion fueron adquiridos de las
muestras. Se obtuvieron los espectros FT-IT entre los rangos
de longitud de onda de 8.404 a 10.25 um. con una resolucién
espectral de 4 cm™!y con una apertura de 8 mm. Cada es-
pectro fue obtenido de 128 interferogramas y se aplicé la
autoganancia. Tipicamente, tomé aproximadamente 10 mi-
nutos para obtener los espectros de absorcion de cada mues-
tra de suero. Se empled la funcién de apodizacion Happ-
Genzel para convertir los interferogramas a un espectro de
absorcién [35].

Absorbance
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Figura 7. Espectros de absorcion de suero de sangre en el rango espectral
entre 8.404 y 10.35 um.

Después de una serie de andlisis estadisticos, los resultados
obtenidos manifestaron que el método de espectroscopia del
infrarrojo medio (mid-IR) puede ser aplicado al andlisis de
suero sin usar reactivos. Ademas, se expresé que la técnica
parece ser un candidato muy atractivo para el desarrollo de
un pequefio analizador con componentes simples.

El estudio demostré satisfactoriamente el potencial de la
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espectroscopia de transmision del infrarrojo medio en la
determinacion de las concentraciones de varios metabolitos
mayores dentro del rango de concentraciéon clinicamente
relevante. En adicion, los resultados indicaron que el rango
de longitud de onda de 8.404 a 10.25 um. puede ser usado
para predecir las concentraciones de proteina total, albumina,
globulina y glucosa en suero de sangre humano. Fue enfati-
zado que es posible obtener un coeficiente de correlacion
maés grande que 0.87 incluso de muestras biolégicas acuosas,
lo cual significa que la espectroscopia de transmision del
infrarrojo medio (mid-IR) de muestras biologicas acuosas sin
reactivos y sin secado del espécimen es un método confiable
para uso clinico [35].

Determinacién Fluorométrica Directa de Colesterol Total en
Suero de Sangre Usando Oxidasa de Colesterol Derivada.

Galban et al. [36], Universidad de Zaragoza, estudiaron
un método alternativo para la determinacién de colesterol
presente en suero basado en la derivacion de las enzimas con
un fluoréforo y siguiendo los cambios en su fluorescencia
durante la reaccién enzimética. En el experimento se reportd
una determinacion de colesterol total presente en suero de
sangre usando oxidasa de colesterol (COD) derivada con
éster succinimida (COD-FS). La ventaja principal de este
método con otros similares es que la sefial analitica es inde-
pendiente de las concentraciones de enzimas y O,.

Todas las mediciones de fluorescencia fueron realizadas por
medio de un luminémetro Perkin - Elmer LS-50B equipado
con un compartimiento para muestras que permite moverlas
continuamente y controlar su temperatura. Una rendija con
un ancho de 5 nm. fue usada para emision y excitacion de la
muestra. EI compartimiento para la muestra fue nivelado en
temperatura con un termostato (37 + 0.1 °C.) con un bafio
circulador Nesslab RTE-101, el cual permitia la recirculacion
continua del fluido actuando como termostato.

La separacion de las enzimas etiquetadas fue llevada a cabo
con un sistema de cromografia de baja presion que consiste
en una columna de vidrio llena con Sephadex G-50. El elu-
yente fue proporcionado con una bomba peristaltica M312, y
el fin de la columna fue conectada a un detector fotométrico
de filtro UV-M seguido por una grabadora Unicam AR-25.

El recipiente del luminémetro fue llenado con 200 uL. de
una solucién de esterasa de colesterol, 100 uL. de la mues-
tras conteniendo colesterol, y 1.5 mL. de solucién de fosfato
(pH = 6.5) con Triton X-100 de 1%. El sistema para el mo-
vimiento de la muestra fue conectado, y la mezcla fue movi-
da por 30 minutos para completar la reaccion de hidrélisis.
La fluorescencia fue entonces medida a 519 nm. (excitacion
a 489 nm.). 300 uL. de la solucion COD-FS fue afiadida, y la
variacion en intensidad fue seguida hasta que la reaccion se
completo. La intensidad inicial fue dividida entre la intensi-



dad obtenida al final de la reaccion para obtener el parametro
de cuantificacion utilizado [36].

Para la determinacion de colesterol en sangre, la muestra fue
centrifugada en 1200 g. por 10 minutos. Veinte microlitros
del supernatante fue agregado a 90 uL. de una solucién regu-
ladora de fosfato, y la mezcla resultante fue sujeta al proce-
dimiento descrito anteriormente.

Las conclusiones del experimento mencionan que el uso de
COD derivado con FS permitié el desarrollo de un método
para la determinacion directa del colesterol total en muestras
de suero de sangre, el cual no depende de las concentracio-
nes de enzimas u 0,. Se afiade que el uso de este tipo de
reactivo puede ser una buena alternativa para la simplifica-
cion del disefio de sensores enzimatico opto-quimico. La
opinion de los autores recalcan que en el futuro deberian
realizarse investigaciones enfocadas en la derivacion con
nuevos reactivos, lo cual pueda extender esta alternativa para
cualquier tipo de enzima y desplazar los méaximos de absor-
cién y fluorescencia hacia la region cercana al infrarrojo
donde fluidos biolégicos, como la sangre, tienen ventanas
espectrales [36].

El indice de Refraccion del Suero de Sangre de Ratas Albi-
nas a Diferentes Edades.

En el afio 1918, Shinkishi Hatai desarrollé un estudio pa-
ra determinar si existian cambios en el indice de refraccion
de muestras de suero de sangre de ratas albinas con edades
diferentes [37].

Se utilizé un interferémetro Pulfrich para la investigacion
realizada y las pruebas fueron hechas con luz de sodio. La
temperatura de las muestras de suero estudiadas fue regulada
entre los 20y 23 °C.

En el estudio, se usaron principalmente ratas albinas, pero en
unas pocas instancias fueron empleadas también ratas hibri-
das (albino-noruegas). Las ratas fueron mantenidas a una
dieta de laboratorio ordinaria y la sangre fue tomada antes de
la alimentacion; esto es, las ratas fueron alimentadas veinti-
cuatro horas antes de la extraccion de sangre. Solamente en
los casos de las ratas mas jovenes, las que seguian siendo
amamantadas por la madre, fueron tomadas a tiempos con-
venientes. En varias ocasiones las ratas que eran amamanta-
das todavia fueron aisladas de la madre por periodos varia-
bles para ponerlas en condiciones similares a las ratas mas
grandes.

Las muestras de sangre se obtuvieron de la siguiente manera.
Las ratas fueron anestesiadas ligeramente con éter y se les
abrio rapidamente la cavidad toraxica para adquirir la sangre
directamente del corazon. En el caso de las ratas mas peque-
fias, la sangre fue tomada realizando un corte en la arteria
carétida. En orden de evitar cualquier mezcla de los fluidos
corporales no se aplicé presion, pero solamente la sangre
goteando espontaneamente fue recibida. La botella entonces
se cerrd para evitar la evaporacion y dejarla a temperatura
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ambiente hasta que el suero fue separado. Posteriormente, las
muestras de sangre fueron centrifugadas y los sueros se
transfirieron a pequefios tubos de muestra. El suero obtenido
estaba entonces listo para una determinacion del indice de
refraccion [37].

En total, 35 grupos conformados por 213 ratas albinas nor-
males a diferentes edades fueron empleadas para el desarro-
llo de esta investigacion. Este nimero grade de especimenes
fue requerido debido al pequefio rendimiento del suero en los
casos para las ratas mas jévenes. Como solo una gota o dos
se obtuvieron de los especimenes recién y hasta de una se-
mana de nacidos, la cantidad de suero deseada fue obtenida
utilizando de cinco a siete ratas en una vez. Esta desventaja
representada por la necesidad de tomar una gran cantidad de
ratas fue compensada por el hecho de que pudieron eliminar-
se las variaciones individuales en u grado considerable.

Los resultados finales obtenidos en la investigacion demues-
tran que el indice de refraccion del suero de sangre de las
ratas estudiadas cambié de acuerdo a la edad del espécimen,
y en general es inversamente proporcional a la edad. Se ob-
servo, también, que el ayuno produce un ligero incremento
en el indice de refraccion, mientras que una dieta defectiva o
falta de vitaminas solubles en agua produce una reduccion
leve en el indice resultante [37].

[ll. METODOLOGIA

Teniendo como punto de referencia y base el trabajo rea-
lizado por Hatai [37] en el afio de 1918 para la caracteriza-
cién de suero de sangre de ratas albinas en cuestion de su
tiempo de vida, se desarrollé un experimento para estudiar la
posibilidad de caracterizacién del colesterol total presente en
suero de sangre humano por medio de su indice de refrac-
cidn, con el propdsito de estudiar la relacion y correlacion de
las propiedades quimicas de muestras de suero de sangre con
su propiedad dptica refractiva.

Se obtuvieron 70 muestras de suero previamente cuantifica-
das por medio del método enzimatico colorimétrico y refri-
geradas por un periodo de tiempo aproximado a un mes y
medio. Cada una de las muestras estuvo compuesta por 0.7
ml. de suero de sangre y fueron proporcionadas por la escue-
la de Quimico Clinico Bidlogo de la Universidad de Monte-
morelos. Los especimenes se retiraron del congelador y fue-
ron descongelados con la ayuda de un termoblock SYBRON
| Thermolyne a una temperatura de 37 °C., tal y como se
aprecia en la Figura 8, hasta el punto en que las muestras
estuvieron completamente liquidas y sin cristales de hielo.
Después de descongelar las muestras, éstas se dejaron repo-
sar por un periodo de 20 minutos para nivelar su temperatura
a la temperatura ambiental aproximada de 22 °C.
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Figura 8. Termoblock y muestras utilizadas.

Cada muestra fue dividida en dos partes para obtener dos
sub-muestras de 0.35 ml. cada una. Con la ayuda de una
pipeta y diversos conos de laboratorio (ver Figura 9) se colo-
¢ cada sub-muestra dentro del espacio de medicion de un
refractometro digital de bolsillo ATAGO presentado en la
Figura 10, para determinar su indice de refraccion y obtener
asi dos mediciones para cada una de las 70 muestras. Las
expectativas manifestaban que ambos indices de refraccion
serian iguales o con variaciones insignificantes. Las dos
mediciones de indice de refraccién para cada sub-muestra se
efectuaron para obtener una media de ambas y conseguir asi
una medicion individual mas exacta para cada muestra.

Entre cada medicién de muestras y sub-muestras, el refrac-
tometro fue limpiado con dextran al 5% y posteriormente
con agua destilada para eliminar los residuos y disminuir la
probabilidad de interaccidn entre cada una de las muestras de
suero estudiadas.

£ :

Figura 9. Proceso de ipeteo y divisién de muestras. Conos de laboratorio
(elementos azules).

Figura 10. Refractometro digital empleado en las mediciones del indice de
refraccion de las muestras.

Inicialmente se penso seccionar cada muestra completa de
suero en tres sub-muestras, pero Unicamente se obtuvo 0.7
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ml. de suero para cada muestra completa y el refractdmetro
ATAGO utilizado requiere un minimo de 0.3 ml. de muestra
para poder proporcionar una medicién adecuada del indice
de refraccion del fluido contenido.

El proceso de medicion de los indices de refraccién se llevd
a cabo de forma lineal. Las mediciones para cada muestra se
tomaron una después de la otra y se prosiguié con la siguien-
te muestra hasta conseguir las mediciones de indice de re-
fraccién para todas las muestras de suero. Después de reali-
zadas las mediciones, nos dimos cuenta que Unicamente 47
de las 70 muestras analizadas presentaban una cuantizacion
previo de colesterol total por el método convencional, esto
debido a que las otras 23 muestras fueron cuantificadas res-
pecto a otros compuestos quimicos presentes y no colesterol.

IV. RESULTADOS

Las cuantificaciones de colesterol obtenidas para las
muestras por medio del método convencional (método enzi-
matico colorimétrico) fueron comparadas con los indices de
refraccion adquiridos para cada una de las muestras con el
proposito de encontrar alguna relacién posible que permitie-
se la caracterizacion de las muestras de suero de sangre con
respecto a su colesterol total presente y su indice obtenido.
La Figura 11 presenta la gréfica de relacion adquirida con la
ayuda del software estadistico MINITAB 17.

Gréfica de dispersion de Colesterol Total Presente vs. indice de R.
280

260 °

240

220 o ° .

200

Colesterol Total Presente
L]
.
L

13475 13480 13485 13490 13495 13500 13505 13510
indice de R.

Figura 11. Gréfica de relacion del indice de refraccién contra la canti-
dad de colesterol total presente en las muestras de suero.

Fue realizada, a su vez, una prueba de correlacion de Pearson
entre los indices de refraccion y las cuantificaciones de co-
lesterol total de las muestras para estudiar la relacion de una
variable con respecto a la otra. El valor de Pearson obtenido
fue de 0.368; el valor-p se situé en 0.011.

Para respaldar la informacidn encontrada, se llevo a cabo un
andlisis de regresién clibico para los datos teniendo como
predictor el indice de refraccion, y a la cuantificacion de
colesterol total como la variable de respuesta. Utilizando la
herramienta MINITAB 17 se desarroll6 dicha regresion,
elegida debido a que se ajusté de mejor forma a los datos que
la regresion lineal y la regresion cuadrada. La Figura 13
presenta la grafica sobre el ajuste de los datos con la regre-
sion cubica desarrollada, asi mismo como el valor de R?2



resultante. La regresion se realizd para obtener evidencias
sobre el grado en que el indice de refraccion es capaz de
predecir un valor de colesterol total en una muestra de suero
de sangre y apoyar asi el valor de Pearson encontrado para la
correlacion existente.

Gréfica de linea ajustada
Colesterol Total Presente = - 1.64E+10 + 3.64E+10 indice de R.
- 2.69E+10 indice de R.A2 + 6.66E+09 indice de R.A3

s 370103
R-cuad. 15.4%
R-cuad.@justado)  9.5%

Colesterol Total Presente

1347 1348 1349 1.350 1.351
indice de R.

Figura 13. Ajuste de los datos con la regresion cubica.

El valor de R? resultante para la regresion clbica fue de
15.4%.

Las Figuras 14-16 muestran las graficas sobre los residuales
resultantes a partir de la regresion, los cuales debian cumplir
los supuestos de normalidad, independencia y varianza cons-
tante para considerar valida la regresion.
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Figura 14. Normalidad de los residuales.
Vs. ajustes
100
°
50 . *e
o °
=1 L ] P ®
2 ® e
7] 0 'Y . »
P *e .x.o . ®
L ]
-50 o s .
[ ]
120 150 180 210

Valor ajustado
Figura 15. Varianza constante de los residuales.
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Figura 16. Independencia de los residuales.

Ademas de estudiar la correlacion entre el indice de refrac-
cién y la cantidad de colesterol que presentaban las muestras,
fue también estudiada la correlacidn existente entre los indi-
ces de refraccion de las muestras y la edad de las personas de
quienes los especimenes fueron adquiridos. El valor de Pear-
son obtenido para este segundo andlisis de correlacion fue de
-0.163, con un valor-p de 0.321. Este valor negativo indica
que se presenta una correlacién negativa débil entre los indi-
ces de refraccion de los sueros de sangre y la edad de las
personas de quienes fueron extraidos.

V. DISCUSIONES

Los estudios realizados por Mufioz [1] y Hernandez [2]

aseguran que la cantidad de colesterol total presente en
muestras de suero de sangre puede ser caracterizada por
medio de técnicas de interferometria. En estos estudios se
manejo una longitud de onda y un camino Optico constantes
(mismas distancias en el interferometro, misma longitud de
onda). Bésicamente, al obtener los interferogramas de las
muestras de suero que se estudiaron en estos experimentos,
con la ayuda de un software computacional se obtuvo el
perfil de intensidad de cada interferograma. A dicho perfil le
fueron medidos los anchos de los picos (FWHM) a una altura
media para posteriormente determinar un valor promedio de
FWHM. Cada FWHM promedio fue relacionado a la canti-
dad de colesterol total presente en su correspondiente mues-
tra.
Es conocido que un patrén de interferencia depende princi-
palmente de la longitud de onda, la diferencia de camino
oOptico, el indice de absorcion y el indice de refraccién de la
muestra, como se menciona en la ecuacién 3b. En las refe-
rencias [1] y [2], usaron un mismo laser y la longitud de
onda se mantuvo constante. Debido a la falta de monturas
Opticas especializadas, ademas que en el laboratorio no se
cuenta con instrumentos de calidad Optica, los patrones de
interferencia que fueron analizados dependieron de las tres
variables restantes.

Para observar el cambio de patrones se realizaron diferentes
experimentos usando el interferometro de Michelson (Figura
17) descrito en la seccién Il.A.1.a debido al poco éxito y
falta de precisién obtenidos con el interferometro de Mach-



Zenhder. Para ello, se cre6 una base de plastico especial
(Figura 18) destinada para el asentamiento de la muestra y
para tratar de que todas las muestras se situasen en el mismo
lugar al ser analizadas y garantizar que la luz recorriese el
mismo camino Optico. Las imagenes fueron capturados con
una camara Logitech HD C525.

Figura 17. Interferémetro de Michelson construido y utilizado.

Figura 18. Base creada para dar estabilidad y ubicacién mas precisa a las
muestras

Al colocar celdas vacias en diferentes tiempos en uno de los
brazos del interferémetro, se observo un ligero cambio en los
patrones de interferencia, como se muestra en la Figura 19.

Figura 19. Patrones de interferencia de celdas vacias.

Notese que a pesar que se creyo que las celdas se ubicaron en
el mismo lugar, existe un cambio en los patrones de interfe-
rencia lo cual indica que el camino Optico fue alterado, de-
mostrando que un cambio en el patron de interferencia no
necesariamente conlleva un cambio en las propiedades Opti-
cas de la muestra si no se tiene un control exacto de la posi-
cion de ésta.

Por otro lado, el indice de absorcion no altera la forma de las
franjas, mas bien, lo que altera es su visibilidad, como se
muestra en la Figura 20. El experimento se desarrolld con
muestras de agua con diferentes cantidades de colorante para
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estudiar el comportamiento de los interferogramas resultan-
tes. En recipientes con 4 litros de agua se disolvieron desde
0.1 gramos de colorante hasta 1 gramo, para poder analizar
diversas muestras de agua con cantidades de colorante entre
la escala del 0.1 a 1 con saltos de 0.1 gramos.

Figura 20. Interferogramas de agua con colorante. Izquierda: 0.025 gra-
mos/litro. Derecha: 0.2 gramos/litro.

Un tercer experimento se realizé al mantener las celdas en el
arreglo de Michelson sin ser removidas, afiadiendo algunas
sustancias como aceite de canola, glicerina, agua destilada,
entre otros fluidos que se conocen poseen diferentes indices
de refraccion, para analizar el comportamiento de los interfe-
rogramas de cada una de estas sustancias. Se colocaron las
celdas sobre la base disefiada (Figura 17) y posteriormente se
les aplico la técnica de Michelson para obtener su interfero-
grama, a continuacién, con una jeringa se les afiadié cada
uno de los fluidos y se capturd el interferograma resultante
con el fluido en la celda. De esta forma, se observaron patro-
nes diferentes debido a el efecto de refraccion generado por
cada sustancia. La figura 21 presenta los interferogramas
obtenidos al interponer en uno de los brazos del interferome-
tro de Michelson las celdas vacias, y sin moverlas, las mis-
mas celdas ya con los fluidos estudiados; debe estar claro
que las celdas no fueron movidas ni siquiera por el verti-
miento de los liquidos dentro de la celda.

Figura 21. Interferogramas adquiridos para las diferentes sustancias: a)
Cubeta vacia, b) Aceite de canola, c) Agua destilada y d) Glicerina.

Con estos resultados, se observa que el cambio mas signifi-
cativo de la forma y del ancho de las franjas en un interfero-
grama se debe al indice de refraccion. En base a estos resul-
tados y a la referencia [37], se pensé que seria mejor medir el
indice de refraccion para comprobar si puede determinarse
una correlacion entre dicho indice y la cantidad de colesterol
total presente en una muestra de suero, siguiendo la idea de



Mufioz [1] y Hernandez [2]. Este intento de correlacion se
presenta en la metodologia del actual documento.

Sin embargo, los resultados obtenidos no son favorables
como se observa en la seccidn de resultados. El diagrama de
dispersion de la Figura 11 hace evidente un aspecto muy
importante en relacién con la posible caracterizacion: para un
mismo indice de refraccion corresponden varias valores de
colesterol total; existe demasiada variabilidad y dispersion
que no es posible determinar una tendencia.

El valor de correlacion de Pearson manifiesta que no existe
una relacion fuertemente marcada entre el indice de refrac-
cion de una muestra de suero con la cantidad de colesterol
total que dicha muestra contiene. Se conoce que si el valor de
correlacion resultante es cercano a -1 6 1, la correlacién es
negativa-fuerte o positiva-fuerte, respectivamente. Por lo
tanto, el valor 0.368 obtenido se ubica dentro del lado positi-
vo, pero en el extremo débil ya que es mas cercano al 0 que
al 1. El valor-p, al ser inferior a 0.05, deja claro que el su-
puesto de normalidad multivariada para la prueba de correla-
cién de Pearson se cumple, haciendo a dicha prueba valida.

En cuanto al anélisis de regresion, para que éste sea conside-
rado como Util en predecir una variable de respuesta a partir
de un factor predictor, el valor de R? debe estar situado lo
mas cercano posible al 100%. La regresion cubica realizada,
como se observa en la figura 13, otorgd un valor de ajuste R?
de 15.4%, dejando de manifiesto que el indice de refraccion
de una muestra de suero de sangre no es significativo para
predecir la cantidad de colesterol presente en la misma mues-
tra. Lo anterior implica que otros factores diferentes al indice
de refraccion podrian tener mayor relevancia para la predic-
cion del colesterol total. Ademas, como se muestra en las
figuras 14-16, a pesar que los residuales de la regresion lle-
vada a cabo no presentan violaciones evidentes en cuanto a
los supuestos, la regresién efectuada no es Util para realizar
predicciones debido al pobre ajuste con que cuenta.

Por otro lado, la prueba de correlacion hecha para los indices
de refraccion de las muestras de suero contra la edad de las
personas de quienes se obtuvieron, otorgd un valor de corre-
lacion de Pearson de -0.163 y un valor-p de 0.321. Si bien, el
valor de correlacion indica la presencia de una correlacion
negativa muy débil (débil correlacion inversamente propor-
cional), el valor-p, al resultar mayor a 0.05 que es el valor de
significancia, manifiesta que el supuesto de normalidad mul-
tivariada de la correlacién de Pearson se viola, haciendo la
correlacién dudosa.

Cabe mencionar que de acuerdo a los quimicos de la escuela
de Quimico Clinico Bitlogo, el factor de congelamiento
cambia la concentracion de colesterol total en las muestras
de suero de sangre, pero, sabiendo que las muestras analiza-
das fueron todas congeladas durante el mismo tiempo y la
misma temperatura, se espera que el cambio sea estandar, es
decir, el mismo para cada muestra.
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VI. CONCLUSION

Con técnicas sencillas como la interferometria conven-
cional o la medicidn del indice de refraccién, no es posible la
caracterizacion del colesterol total presente en suero de san-
gre. Entonces, es mejor utilizar técnicas como las aplicadas
en la referencia [31] donde se usan métodos de espectrosco-
pia, los cuales permiten una caracterizacion rapida, confiable
y economica a largo plazo. Por lo tanto, se rechaza la hipéte-
sis inicial, y se sugiere que en futuras investigaciones se
tomen en cuenta otros factores como la cantidad de protei-
nas, minerales, hormonas, entre otros componentes que pue-
dan interferir en la caracterizacion dptica del suero de sangre.
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