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RESUMEN

Es conocido que una comprension adecuada de los pardmetros Gpticos (coeficiente de absorcién, coefi-
ciente de esparcimiento y el factor de anisotropia) de los tejidos bioldgicos es crucial para la aplicacion
de técnicas 6pticas no-invasivas en la solucién de problemas médico-biolégicos. En este articulo se
describe c6mo modelar el coeficiente de absorcion p, (1) y el coeficiente de esparcimiento s (h) de
los tejidos biologicos. Se proporciona una expresion genérica para el coeficiente de esparcimiento re-
ducido / (1) que ha sido adoptada de la literatura. Ademds, se ejemplifica la utilidad de los conceptos
anteriores a través de dos estudios concretos que hemos realizado: la investigacién de plagas en el
nopal mediante fluorescencia inducida y la determinaci6n de pardmetros fisiologicos del tejido a partir
de espectros de reflexion difusa. Este articulo sirve de tutorial para aquellos principiantes en el campo
de la 6ptica biomédica, la biofoténica y temas afines donde es imprescindible dominar los elementos
que permiten realizar una descripcion y analisis del transporte de la luz en los medios turbios como es

el tejido bilégico.
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1. Introduccion

El caracteristico desarrollo vertiginoso en las diferentes ra-
mas del conocimiento humano, y especialmente en el campo
de las ciencias naturales y de la vida nos impone nuevos retos
en el perfeccionamiento de los planes de ensefianza para estu-
diantes universitarios y de posgrado. Ejemplo de ello lo con-
stituye la aparicion de nuevas carreras como son la ingenieria
biomédica, la biofoténica, y la dptica biomédica entre otras.
Particularmente, en la Universidad Politécnica de Tulancingo
(UPT), Hidalgo, México, contamos con la Maestria en Com-
putacién Optica y el Doctorado en Optomecatrénica los cuales
por su alta calidad académica se encuentran registrados en el
Padrén Nacional de Posgrados de Calidad (PNPC) del CONA-
CYT.

Un aspecto de primordial importancia para acometer traba-
jos de tesis de maestria y doctorado es el conocimiento de los
fundamentos de la interaccién de la luz con los denominados
medios turbios donde la absorcion y el esparcimiento de la luz
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por las diferentes particulas y moléculas del medio determinan
las caracteristicas espectrales y espaciales de la luz en el interior
y exterior de estos medios.

El tejido humano es un ejemplo de medio turbio que en de-
pendencia del tipo de sitio corporal u érgano en cuestion mues-
tra diferentes elementos absorbentes y esparcidores de la ra-
diacién electromagnética. Por ejemplo, el 0jo humano es esen-
cialmente transparente a la radiacion Gptica visible cuando es
joven y saludable, sin embargo cuando ocurre el envejecimi-
ento puede tornarse menos transparente y presentar también es-
parcimiento debido a la presencia de cuerpos multilaminares
que se originan en el cristalino o lente del ojo. Por otra parte,
la piel es intrinsecamente no transparente y contiene elemen-
tos absorbentes como es la molécula de hemoglobina que esta
contenida en el interior de las células rojas que viajan por las
arterias y venas. En ese 6rgano se identifica a las fibrillas de
colageno como el principal elemento esparcidor de la luz.

En este trabajo se presenta un enfoque tutorial de cémo
modelar mateméticamente el coeficiente de absorcién y es-
parcimiento de los tejidos bioldgicos. Este articulo proporciona
al lector no especializado los fundamentos basicos de la inter-
accién de la luz con los tejidos a la vez que al lector especiali-
zado se le proporciona una guia directa para comprender mejor
y resolver ciertos problemas de investigacién en el campo de la




Gptica biomédica u otras de sus ramas afines. Ademds presen-
tamos dos situaciones précticas donde el conocimiento tedrico
y experimental de los coeficientes anteriores es imprescindible
para resolver dos problemas concretos: uno en el campo de la
agricultura y el otro en la medicina.

2. Simulacién del coeficiente de absorcion

Como resultado de la interaccién luz-tejido biolégico se ob-
tiene una distribucion espacial y temporal de la luz que se puede
modelar partiendo del conocimiento de las propiedades 6pticas
(PO) del tejido, la geometria del haz luminoso y del tejido,
las caracteristicas espectrales de la fuente de iluminacién en
combinacién con un modelo de transporte radiativo adecuado.
Esto es lo que se conoce como el Problema Directo en la in-
teraccion luz-tejido [1]. Las PO o pardmetros dpticos basicos
de un medio son: 1) el indice de refraccién n (1), el coeficiente
de absorcién , (1)l factor de anisotropia g (1) y el coeficiente
de esparcimiento 1, (1) donde A representa la longitud de onda
de la radiacién que se propaga en el medio. En el interior de
los vasos sanguineos circulan las células rojas de la sangre las
cuales normalmente tienen forma de discos bicéncavos de un
didmetro aproximado de 8 um con un espesor central de 2 ym
aproximadamente. Las células rojas contienen hemoglobina la
cual es una molécula a la que se le conoce muy bien su coe-
ficiente de extincién molar € (2) tanto en su estado oxigenado
(HbO; ) como no oxigenado (Hb) [2]. EIl coeficiente de ab-
sorcion debido a la presencia de hemoglobina en los estados
referidos anteriormente se calcula como:

Ha(A) = § X tatvo, (A) + (1 = §) X pramy (A) (¢))

donde S es la denominada saturacién de oxigeno. Los factores
Mabo, (A) ¥ panp (2) estdn dados por las relaciones siguientes:

In 10 X C X &40, (A) /64500 )
In 10 X C X &q13 (2) /64500 3)

HaHbo, (1)
Marp (A) =

donde C es la concentracién de sangre que tiene un valor tipico
de 150 g/L.

En la Fig. 1 se muestra el efecto que tiene la saturacién de
oxigeno, § que aparece en la ecuacién 1, sobre el coeficiente de
absorcién de un medio bioldgico si consideramos que existe un
solo tipo de elemento absorbente en el tejido: la molécula de
hemoglobina. Si se realiza una oclusién a voluntad o acciden-
tal de la circulacién de sangre hacia una zona especifica de un
tejido entonces decrecerd drésticamente la cantidad de oxigeno
en dicho sitio corporal y con ello la saturacién de oxigeno
puede llegar a ser pricticamente nula (curva de color magenta,
§ = 0%). El otro caso extremo con relacién al grado de oxige-
nacién es cuando el tejido est4 totalmente oxigenado (curva de
color rojo, § = 100%) lo cual es una situaci6n ideal que donde
ocurre con més probabilidad es en los alvéolos pulmonares o
muy cerca de ellos.

Como se puede apreciar en la Fig. 1, en la regién visible
del espectro electromagnético (390-780 nm) [3], el espectro de
absorcién de la molécula de hemoglobina cambia de forma sig-
nificativa cuando tiene diferentes grados de oxigenacién. No es
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Figura 1. Curvas de absorcién espectral de un tejido biolégico donde se
ha modificado la saturacién de oxigeno presente. La expresion para los
coeficientes de extincién molar, £45b0 ¥ £anp, de la hemoglobina oxigenada
y de: dasehat do de la referencia [2].

dificil concluir entonces que la luz que ha entrado a un tejido y
posteriormente reemerge por sus fronteras, traerd consigo infor-
macién de la presencia o no de la molécula de hemoglobina y
ademds del diferente grado de oxigenacién de esta molécula en
el tejido. Este hecho en parte explica el desarrollo de técnicas
dpticas no invasivas, basadas en el uso de cdmaras CCD, fi-
bras Opticas, microscopios, espectrémetros, etc, para extraer
informaci6n del nivel de oxigenacién de los tejidos y otras car-
acteristicas fisiologicas de utilidad que permitan emitir un di-
agnéstico médico mds eficaz (rdpido, mas preciso y a etapas

-tempranas de la enfermedad).

En general, si el medio biolégico o turbio contiene otros
elementos absorbentes debemos utilizar la aproximacién lineal
siguiente para el modelado del coeficiente de absorcién total

Har (A):

par () =) fix pai () @
i=1

donde p,; (1) representa el coeficiente de absorcién del ele-
mento absorbente i-ésimo presente en el volumen del tejido y
que ocupa una fraccion volumétrica f; especifica del mismo.
Por ejemplo, si ademds de la hemoglobina el tejido tuviera pre-
sente bilirrubina, la cual presenta un méximo para su coeficiente
de extincién molar, eg; (1), en A = 454.5 nm [4], el coeficiente
total serfa:

Hat (D) = foiptartemo (A) + faittani (1) (%)

Algunas situaciones atractivas donde no se puede obviar el
fenémeno de absorci6n de la luz por los tejidos biolégicos se
listan a continuacién:

1. El color café de las plumas de algunas aves se debe a las
moléculas del pigmento melanina. En los humanos ese
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pigmento determina el color m4s o menos café de nuestra
piel la cual puede ir desde muy clara hasta muy oscura o
negra.

2. El principio de funcionamiento de los actuales oximetros
de pulsos, empleados cominmente en hospitales para
monitorear la saturacién de oxigeno del paciente y la fre-
cuencia cardfaca, se basa esencialmente en las curvas de
absorcién de la Figl. de este articulo.

3. En la piel humana, la absorcién éptica debida a la
hemoglobina que viaja dentro de los glébulos rojos estd
restringida a la dermis, especificamente a los plexos
venosos superior e inferior de dicha capa de la piel. Sin
embargo, la epidermis que es la capa més externa de la piel
se considera libre de hemoglobina por ser pricticamente
avascular.

4. La bilirrubina es una molécula que resulta del proceso de
degradacién natural que sufre ]a hemoglobina. Su espectro
de absorcion es totalmente diferente a los mostrados en
las Fig. 1 [4]. El exceso de bilirrubina en la sangre se
“desborda” fuera de los vasos sanguineos y queda en el
tejido déndole una coloracién amarilla.

5. La coloraci6én amarilla de la piel por la presencia de bilir-
rubina se torna dificil de observar a simple vista depen-
diendo del nivel de otro pigmento presente en la epider-
mis, la melanina. En el afio 1954, se invent6 el primer
bilirrubinémetro denominado “Icterémetro de Gosset” [5]
que comparaba el color de la piel con el de varias fran-
jas de diferentes tonos de color amarillo dispuestas en una
ldmina de plexiglas.

3. Simulacién del coeficiente de esparcimiento

En esta seccién se proporciona de forma didactica infor-
maci6n para el modelado del coeficiente de esparcimiento yis (1)
en el marco de la teorfa de Mie y se presenta una expresion
genérica tomada de la literatura para el coeficiente de es-
parcimiento reducido:

Ko@) = [1- g ()]s () ©)
de medios bioldgicos tales como la piel, el cerebro y el tejido
graso [6].

El esparcimiento dptico es uno de los diferentes procesos
que tienen lugar durante la interaccién de un campo electro-
magnético con un medio material. Desde el punto de vista de
la teoria electromagnética (TEM) este proceso de interaccién
se formula en lo que parece ser un problema muy sencillo: el
problema de la difraccién de una onda electromagnética de lon-
gitud de onda *“ A ” por una particula esférica dieléctrica ho-
mogénea de radio “a ” e indice de refraccién “ n, ” inmersa en
un medio material de indice de refraccién “ n,,  [7). Este es el
denominado problema de Mie, en honor al fisico aleman Gus-
tav Mie (1869-1957) quien en el afio 1908 public6 su solucién
la cual es conocida como “Teoria de Mie”. La solucién lleva
el calificativo de “teoria”, en gran medida, debido a la comple-
jidad fisico-matemética del procedimiento usado para encon-
trarla mediante el uso riguroso de las ecuaciones de Maxwell.
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En este sentido, existen diferentes fuentes bibliogréficas, in-
terfaces calculadoras y programas gratuitos para computadoras
que permiten comprender y realizar el cdlculo de las cantidades
fisicas de interés del problema de Mie [8-10].

Parte de la solucién al problema descrito anteriormente es
la denominada seccion transversal de esparcimiento o (1) de
la particula esférica que difracta o esparce la onda electro-
magnética incidente. La expresién obtenida segin la teorfa de
Mie es [8]:

2na® < 3 2
7 (W)= —- le @n+1) (lan P + 162 DP) (D)
donde
x=ka= Ta, 8)
es el pardmetro de tamario y
n
Rrel = = s ©)
Ny

es el indice de refraccion relativo.
Por otra parte la misma teoria proporciona una expresi6n para
el célculo del factor de anisotropia g:

4 S[n;n+2)
Qwﬂg(wn

+b (/1) bm-l (’l)‘)

(2n+ 1)
Loy ———Re(a, () bpsy ()" )]

g = Re(a, (2) ansy (A)°

(10)

El factor Qs (1) es la eficiencia de esparcimiento que se cal-
cula como:

o,== ('I). (11)

Multiplicando la seccién transversal de esparcimiento por el
nimero de particulas por unidad de volumen, p , se obtiene el
coeficiente de esparcimiento:

s (A) = pos (). (12)

Por o tanto, la teoria de Mie permite obtener numéricamente
las dependencia espectral para el coeficiente de esparcimiento
yel factor de anisotropfa y por ende proporciona la via para
calcular /.t, (A) usando la relaciones (6-12).

La siguiente es una expresién genérica para el coeficiente de
esparcimiento reducido de varios tipos de tejidos que se pro-
pone por S.L. Jacques [6]:

-4 -b

(13)

En la Fig. 2 se ilustra la dependencia espectral anterior para
varios valores de los coeficientes 5o (1), fray ¥ b que co-
rresponden a distintos tipos de tejidos biolégicos. Como se
puede apreciar de la figura, el esparcimiento reducido decrece




mondtonamente seglin se incrementa la longitud de onda, 4 ,
de la radiacion éptica que interactia con las estructuras finas
del tejido biolégico. La dependencia 274 (14) representa el es-
parcimiento de tipo Rayleigh que es viélida para las particulas
de un didmetro muy pequefio en comparacién con la longitud
de onda, mientras que la dependencia A7? (15) se refiere al es-
parcimiento de tipo Mie. La potencia “b” estd relacionada con
las dimensiones de la particula que esparce la radiacién dptica.
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Figura 2. Curvas de esparcimiento reducido en funcién de la longitud de
onda las cuales se obtienen a partir de la ecuacién (13) considerando los
valores de los pardmetros reportados en el articulo [6].

También y de forma fascinante, el fendémeno de es-
parcimiento de la luz por los tejidos biolégicos y otros medios
turbios lo encontramos en una serie de situaciones que a diario
se nos presentan y de las cuales muchas veces desconocemos
su explicacién. A continuacién se listan algunas de ellas:

1. Durante la puesta del sol ciertas nubes y el propio sol
adquieren un color naranja rojizo lo cual se explica por
el esparcimiento de tipo Rayleigh. En su recorrido la luz
atraviesa la atmésfera terrestre en un espesor aproximado
de 1600 km hasta llegar a nosotros de forma directa o al re-
flejarse difusamente en las nubes. En ese caso los centros
del esparcimiento de Rayleigh son las moléculas de los
gases atmosféricos que tienen un didmetro mucho menor
que la Jongitud de onda de la luz (A = 550 nm).

2. En la piel humana, el esparcimiento se explica principal-
mente debido a las fibras de coldgeno que estdn presentes
en la dermis. Por otra parte, a nivel celular son responsa-
bles del esparcimiento éptico; el niicleo, la mitocondria y
las paredes celulares.

3. El grado de polarizacién de la luz se deteriora al sufrir
difraccién por los centros de esparcimiento que conforman
la piel humana. Este hecho se aprovecha para el disefio de
los denominados dermatoscopios de polarizacién donde
no es necesario usar el tradicional liquido de inmersién.
Este liquido tiene la funcién de aumentar la transparen-
cia de las capas superiores de la piel, haciéndolas mas
traslicidas.
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4. Los centros de esparcimiento principales en una nube son
gotas pequeflas de agua que tienen un didmetro prome-
dio de 10 ym. La aplicacién de la teoria de Mie a es-
tas particulas permite explicar el color blanco de las nubes

[11].

4. Aplicaciones

4.1. Investigacion de plagas en el nopal

En este epigrafe describimos brevemente uno de los aspectos
investigados en el trabajo de tesis de maestria de A.C. Rosales
[12] donde se hace uso del conocimiento del espectro de ab-
sorcién dptico del 4cido carminico con vista a proponer e im-
plementar un arreglo éptico experimental para el estudio de la
fluorescencia de una solucién de este dcido cuando ha sido ex-
traido de la grana cochinilla que parasita al nopal verdulero.

El nopal (Opuntia ficus-indica) nombre derivado del ndhuatl
“nopalli”, ha sido tradicionalmente uno de los alimentos de
mayor consumo en México desde tiempos remotos, y actual-
mente la demanda de este vegetal se ha incrementado notable-
mente. Dentro de sus caracteristicas principales sobresale ser
una planta suculenta por su gran contenido de agua, que es de
aproximadamente del 90 — 95 % y en sus frutos de alrededor
del 80 — 87 %; generalmente es una planta espinosa, con un
tronco bien definido y de cladodios gruesos encargados de los
procesos fotosintéticos [13].
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Figura 3. Comparacién del espectro de emision de la fuente Fiber-Lite re-
specto al espectro de absorcién del 4cido carminico en metanol [20].

Entre las principales plagas que atacan las plantaciones de
nopal se encuentra la plaga de la grana cochinilla (Dactylop-
ius coccus), la araia roja (Tetranychus urticae), el picudo bar-
renador (Cactophagus spinolae) y la chinche gris (Chelini-
dea tabulata) [14-18]. El 4cido carminico forma parte de la
hemolinfa del insecto de la grana cochinilla [19] y épticamente
este dcido es una molécula de la cual se ha reportado el espec-
tro de absorcion 6ptica el cual reproducimos a continuacién en




la Fig. 3 [20] en una versi6n adaptada. A partir del espectro
de absorci6n de esta solucién se seleccionaron las longitudes
de ondas apropiadas para excitar su fluorescencia cuando se
empleé como fuente de luz una de haluro-metélico (Fiber-Lite
MH-100). Las lineas espectrales idéneas de excitacién resul-
taron tener sus longitudes de onda pico centradas en 509, 536
y 546 nm que como se aprecia de la Fig. 3 estdn contenidas en
la banda de absorcién de esta solucién y tienen una intensidad
superior a las demds lineas espectrales.

En la Fig. 4 se muestra el resultado de los espectros de fluo-
rescencia obtenidos cuando se utiliza un arreglo 6ptico con una
geometria de excitacién-deteccion donde el dngulo entre el haz
de excitacioén y la direccién deteccién es de 90 [12]. Como
puede apreciarse en las longitudes de onda de 536 nm y 546 nm
se logra la mejor sefial de fluorescencia de la solucién aunque
el maximo de emisi6n de fluorescencia se alcanza en el misma
longitud de onda para todas las curvas aproximadamente en
A =627 nm.
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Figura 4. Espectro de emisién de fluorescencia del 4cido carminico cuando
se realiza su excitacién individualmente con las lineas espectrales cen-
tradas en las longitudes de ondas pico: 509 nm, 536 nm y 546 nm de la
fuente Fiber-Lite.

Adicionalmente se excit6 la fluorescencia de la solucién a la
longitud de onda de 552 nm para corroborar que el espectro
de fluorescencia obtenido fuera comparable con el reportado en
el articulo de J. P. Rasimas y G. J. Blanchard, [20] resultando
con una correspondencia alta entre los resultados de dicho au-
tor y los nuestros. Ademds, estos resultados son basicos para
el desarrollo casi inmediato de un método para la deteccién
temprana de la grana cochinilla en el nopal mediante la fluo-
rescencia in-vivo de este insecto. Esto dltimo ha sido corrobo-
rado preliminarmente en el trabajo de tesis de maestria de A.C.
Rosales [12] mediante la obtencién de imagenes fluorescentes
microscépicas in-vivo de la grana cochinilla.
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4.2. Determinacién de pardmetros fisiolégicos de la piel hu-
mana partir de espectros de reflexion difusa

A partir de la medicién de la luz que reemerge por determi-
nada zona localizada de un tejido biol6gico, luego que ésta se ha
hecho penetrar al tejido, es posible obtener lo que se denomina
su espectro de reflexién difusa. Este espectro contiene infor-
macion de los pardmetros fiem , S, y de otros pardmetros tipicos
del esparcimiento genérico expresado en la ecuacién (13). To-
dos los pardmetros anteriores se pueden extraer mediante un
algoritmo de recuperacién que hace uso de un modelo de trans-
porte de la luz en el tejido.
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Figura S. Fig. 5. Comparacién de los valores extraidos contra los valores
reales de los pardmetros fisiologicos de los espectros sintéticos. a) Satu-
racién de oxigeno (S) y b) Fraccién volumétrica de sangre (fi).

Con la finalidad de desarrollar tal algoritmo para espectros
de reflexion difusa medidos experimentalmente, en una primera
etapa hemos estudiado el desempefio de nuestra propuesta de
algoritmo con espectros sintéticos (generados por la computa-
dora) a los que se le conocen los pardmetros mencionados.
Fueron generados 18 espectros sintéticos de reflexién difusa
con valores aleatorios de cada uno de los pardmetros anterio-
res y dichos espectros fueron guardados independientemente
en archivos .txt para posteriormente ser analizados con el al-
goritmo que fue codificado en un script de MATLAB®.




A modo de ilustracién del desempefio alcanzado por el algo-
ritmo desarrollado, en las Fig. 5.a aparece el gréfico del resul-
tado de los valores de la saturacién de oxigeno extraidos vs la
saturacién de oxigeno verdaderos (S-ext vs S -ver) para los 18
espectros sintéticos. Adicionalmente, en la Fig. 5.b se mues-
tra el comportamiento de la fracciéon volumétrica de sangre f
extraida vs la fraccién volumétrica de sangre verdadera (fy-ext
vs fyi-ver) para estos espectros sintéticos. Como puede apre-
ciarse de ambos gréficos, los valores anteriores se distribuyen
muy bien alrededor de la linea ideal que deseamos que siga
algoritmo de extraccién de los pardmetros del modelo de trans-
porte.

5. Conclusiones

Existen varios trabajos de corte tutorial enfocados al trans-
porte de la luz difusa en los tejidos, sin embargo estdn en
idioma inglés y su nivel de complejidad es relativamente alto.
En este trabajo nosotros proporcionamos un documento tutorial
en espaiiol que se enmarca en las propiedades 6pticas de los
medios bioldgicos con un nivel de complejidad minimo para el
principiante en este tema, el cual estd basado en la revisién de
trabajos previos referidos en las secciones 2 y 3.

El tutorial también cuenta de una seccién de aplicacién de los
conceptos desarrollados que se basa en describir dos estudios
propios de nuestro grupo de investigacién. En el primer estudio
titulado: Investigacién de plagas en el nopal, encontramos que
el espectro de emisién de fluorescencia de una solucién de dcido
carminico en metanol presenta una sefial de fluorescencia supe-
rior para las longitudes de onda de 536 nm y 546 nm en com-
paracion con las otras dos longitudes de onda utilizadas. Este
resultado indica la posibilidad potencial de desarrollar métodos
6ptimos para la identificacién temprana de la grana cochinilla
a partir de la determinacién in-vivo de la fluorescencia de su
hemolinfa usando la fuente de luz adecuada en corresponden-
cia con los resultados aqui encontrados. Sin embargo, es im-
portante destacar que esta aplicacion requiere que se considere
en el futuro la excitacién de fluorescencia a través de la piel de
la grana cochinilla y situacién en la cual el 4cido carminico se
encuentra més concentrado. La eficiencia de excitacion de fluo-
rescencia de dcido carminico en esas condiciones para nosotros
es una incégnita que serd estudiada en trabajos futuros inmedi-
atos. En el segundo estudio titulado: Determinacién de los
pardmetros fisiolégicos de la piel humana a partir de espec-
tros de reflexién difusa, demostramos que nuestro algoritmo de
recuperacién de pardmetros fisiolgicos tienen un desempeiio
adecuado cuando se utilizan espectros sintéticos de prueba. En
la literatura consultada identificamos que se reporta el uso de
phantoms (simuladores del tejido biolégico con PO conocidas),
como una herramienta importante para la validacién de algorit-
mos de extraccion de dichos datos. La propuesta de este trabajo
consistente de un algoritmo de extraccién de los pardmetros fi-
siol6gicos de un tejido biolégico basado en la variacién man-
ual de los pardmetros del modelo de transporte dentro de un
rango de variacién apropiado. Esta investigacién por lo tanto,
nos muestra una via tedrica de comprobacién del desempefio
de los algoritmos desarrollados con el propésito de determinar
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los pardmetros fisiolégicos de un tejido a partir de su espec-
tro de reflexién difusa experimental. Sin embargo, debemos
destacar que el algoritmo se puede modificar para que incluya
otros elementos absorbentes de la piel como es la melanina, la
cual puede ser de influencia crucial en la determinacién exacta
de los pardmetros fisiolégicos.
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