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RESUMEN

En este trabajo de tesis se desarrollé e implementd la técnica de espectroscopia
optica de fluorescencia con el objetivo de analizar los cambios bioquimicos y
morfologicos que presentan los tejidos bioldgicos al evolucionar de estados de
normalidad a estados de patologia. Con el fin de procesar digitalmente la
informacién espectral de fluorescencia de los tejidos bioldgicos, se desarrollé un
modelo matematico que permitié simular los espectros de fluorescencia obtenidos
de dos formas distintas: a) simulacién de espectros de fluorescencia en células
biologicas (obtenidas por el modelo celular de Potts); y b) método analitico de la
informacién espectral de fluorescencia en tejidos bioldgicos de cuello uterino y
mamario. Los resultados de la aplicacion de este proceso matematico permitieron
desarrollar algoritmos computacionales para plantear una metodologia basada en
la espectroscopia 6ptica de fluorescencia en el soporte al diagndstico médico de
precanceres de cuello uterino in vivo y ex vivo. Conjuntamente se desarrollo un
algoritmo computacional para procesar digitalmente las imagenes de los tejidos de
cuello uterino obtenidas por colposcopia. Finalmente, se plante6 una metodologia
para el soporte al diagndstico médico en vivo de precanceres de cuello uterino
basada en la técnica de espectroscopia 6ptica de fluorescencia, procesamiento
digital de la informacién espectral de fluorescencia y del procesamiento digital de
imagenes de cuello uterino.
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ABSTRACT

In this thesis was developed and implemented the optical fluorescence
spectroscopy technique, in order to analyze the biochemical and morphological
changes presented on biological tissues in the evolution from normality states to
pathological states. In order to process digitally the spectral information of
fluorescence of biological tissues, was developed a mathematical model that
allowed to simulate the spectrums of fluorescence obtained in two different ways:
a) simulation of fluorescence spectrums of biological cells (obtained from Potts
cellular model); b) analytic method of spectral information of fluorescence of
biological tissues, as cervix tissue and breast tissue. The results of use this
mathematical process allowed to develop computed algorithms to expose a
methodology based on the optical fluorescence spectroscopy technique in support
of medical diagnostics of cervix pre cancer in vivo and ex vivo. Together, was
developed a computed algorithm to processing digitally the images of cervix
obtained by colposcopy. Finally, was exposed a methodology for support the
medical diagnostic of precancer cervix in vivo based on the optical of fluorescence
spectroscopy, digital processing development  of spectral information of
fluorescence and the digital process of cervix tissue images.

Xiii



INTRODUCCION

En los ultimos afios se ha presentado un notable incremento en el disefio e
implementacién de técnicas para la medicion de biosefales, las cuales han
permitido el estudio del comportamiento o evoluciéon de patologias en algunos
organos del cuerpo humano. Por lo tanto, se hace cada vez mas indispensables
estas técnicas en el soporte al diagndstico médico de enfermedades, ofreciendo al
profesional de la salud mas herramientas de analisis mas profundo y certero al
momento de la entrega de resultados. El objetivo de este trabajo es desarrollar
una metodologia basada en la espectroscopia Optica de fluorescencia que permita
realizar un analisis de los cambios bioquimicos presentes en los estados de
normalidad y patologia de algunos tejidos biolégicos y asi, poder ofrecer soporte al
diagnostico médico de enfermedades comunes en las mujeres, como son los
precanceres de cuello uterino. Esta tesis Doctoral involucra varias experiencias
tanto en el desarrollo e implementacion de la técnica de espectroscopia optica de
fluorescencia, como del procesamiento digital de la informacidn espectral de
fluorescencia, de imagenes colposcopicas y de muestras de biopsia de los tejidos
de cuello uterino. Estas diferentes experiencias permiten proponer una
metodologia para dar soporte al diagnostico médico de presencia de precanceres
en los tejidos de cuello uterino.

De acuerdo a diversas investigaciones la segunda causa de mortalidad de la
poblacion femenina es el cancer de cuello uterino, y una deteccion a tiempo podria
mejorar la calidad de vida de miles de mujeres. Existen diversos métodos para su
deteccion, algunos de estos son la colposcopia, la citologia y la biopsia que son
diagnosticados por especialistas.

Los avances tecnoldgicos en laseres, fibra dptica y espectrografos controlados por
computador, han permitido el desarrollo e implementacion de la técnica de
espectroscopia Optica de fluorescencia, para la caracterizacion de tejidos
biolégicos, que junto con el procesamiento digital de la informacion espectral de
fluorescencia plantea una metodologia para el soporte al diagnostico médico de
precanceres de cuello uterino. La informacion proporcionada por los espectros
caracteristicos de fluorescencia que reflejan los cambios bioquimicos y
morfoldgicos de los tejidos del cuello uterino, son analizadas a través de métodos
estadisticos, que al relacionar estos resultados con la informacion proporcionada



por el cuadro clinico (antecedentes, colposcopia, etc.) contribuyan en la toma de la
decision del diagnostico de los tejidos del cuello uterino normales o patolégicos en
Vivo.

En esta tesis Doctoral estudio, analizé y desarrollé la técnica de espectroscopia
Optica de fluorescencia como una herramienta no invasiva, rapida y segura para el
soporte al diagnostico médico, de la presencia de precanceres en tejidos
bioldgicos tanto in vivo como ex vivo. El objetivo final y gran contribucion de esta
investigacion es plantear una Metodologia para el soporte en el diagnostico
medico de patologias de tejidos de cuello uterino basada en las técnicas de
espectroscopia Optica de fluorescencia, procesamiento digital de la
informacién espectral de fluorescencia y el procesamiento digital de las
imagenes obtenidas por colposcopia. Esta tesis doctoral se desarrolla en diez
capitulos de la siguiente forma:

En el CAPITULO | se presentan algunas generalidades de los precanceres de
cuello uterino.

En el CAPITULO Il se hace una gran resefia sobre la técnica de espectroscopia
Optica de fluorescencia, y en especial en la aplicacion de esta en el analisis de
tejidos bioldgicos.

En los CAPITULOS Illl y IV contemplan las bases teédricas de las simulaciones del
espectro de fluorescencia y de las células biologicas.

En el CAPITULO V se cita de una forma breve cada una de las experiencias
investigativas involucradas en el desarrollo de esta tesis.

En el CAPITULO VI se presenta el desarrollo e implementaciéon de la técnica de
espectroscopia optica de fluorescencia.

En el CAPITULO VIl trata sobre la simulacién de los espectros de fluorescencia y
de las células bioldgicas.

En los CAPITULOS VIII y IX se presenta una metodologia basada en el
procesamiento digital de la informacion espectral de fluorescencia y la aplicacion
de esta en el analisis de tejidos bioldgicos.

En el CAPITULO X se plantea una metodologia para el soporte al diagndstico
médico en vivo de precanceres de tejidos de cuello uterino basada en las técnicas
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de espectroscopia Optica de fluorescencia, de procesamiento digital de Ila
informacién espectral de fluorescencia y del procesamiento digital de las imagenes
obtenidas por colposcopia.



1. GENERALIDADES DE PRECANCERES DE CUELLO
UTERINO

El cancer invasivo del cuello uterino es el segundo mas frecuente entre las
mujeres en todo el mundo, con aproximadamente 500.000 nuevos casos al afio.
Representa el 10% de todos los tumores femeninos. Pero hay grandes diferencias
entre los paises mas y menos desarrollados; mientras en estos ultimos es la
segunda neoplasia maligna en frecuencia, después del cancer de mama, en los
paises desarrollados su frecuencia ha disminuido drasticamente en las ultimas
décadas. En muchos paises en desarrollo, el cancer del cuello uterino es la
primera causa de mortalidad por cancer entre las mujeres, tabla 1.1 [ 2.

Tabla 1-1 Tipos mas frecuentes (con mayor incidencia) de canceres en mujeres

Incidencia estimada anual Mortalidad corregida anual
Localizacion Casos Tasa(‘*f)r uda TAEM®)(**) | Casos Tasa(\*i)r uda TAEM®)(**)
Cuello uterino 5.936 24.9 36.8 2.853 141 18.4
Mama 4.677 23.2 30.0 1.905 9.4 12.4
Estémago 3.179 15.7 20.7 2.440 121 15.9
Colon y recto 2.158 10.7 13.9 1.121 5.6 7.2
Pulmon 1.463 7.3 9.9 1.455 7.2 9.9
Todos — los canceres | 53 504 | 165.9 2129 | 18.773 93.0 121.7
excepto piel

Estimaciones del Instituto Nacional de Cancerologia 1995-1999
(*) TAE: Tasa Ajustada por Edad. Datos ordenados para incidencia estimada anual.
(**) Este célculo se realiz6 por 100.000 personas-riesgo/afo.

El cancer del cuello uterino es un tumor propio de las edades medias de la vida.
La mayoria de los casos se diagnostican entre los 35 y los 50 afios, con un
maximo entre los 40 y los 45. Hay un numero significativo de casos desde los 30
anos. Entre el 85-95% de los casos son carcinomas escamosos (0 epidermoides),
el resto son adenocarcinomas y carcinomas adenoescamosos. Entre el 80 y el
85% de los casos se registran en paises en vias de desarrollo; las campanas de
diagnéstico precoz han jugado un papel esencial en la disminucién de la incidencia
de este tumor en los paises desarrollados. Antes de las campafias de tamizaje, la
incidencia era similar en todos los paises .




El cancer del cuello uterino ocupa el tercer lugar de todos los canceres, siendo
responsable del 9,8% de los nuevos casos alrededor del mundo . En los paises
en desarrollo ocupa el segundo lugar en frecuencia, en las mujeres con una
proporcion del 12 - 15% ¥, mientras en los paises desarrollados ocupa el quinto
lugar con una frecuencia relativa de 4,4% . Esto lleva a que el cancer del cuello
uterino sea la primera causa de mortalidad en mujeres en los paises del tercer
mundo, puesto que ha sido una enfermedad propia de las comunidades pobres y
no se han ejercido las suficientes presiones politicas para mejorar la situacion de
estos grupos .

En nuestro pais uno de los problemas fundamentales para disminuir la mortalidad
son los modelos utilizados para abordar el problema, debido a que se realizan
acciones centralizadas con una inspiracion biologista, centrados en el trabajo
alrededor del dafio, esto no ha mostrado un verdadero impacto en la mortalidad
("8 Actualmente, en Colombia se mueren 9 mujeres diariamente por esta
patologia, segun datos presentados en el Seminario Internacional sobre virus del
papiloma humano (Medellin — Colombia 23 al 25 de mayo de 2007).

La deteccion precoz del cancer mediante citologia so6lo alcanza el 36% en los
grupos de riesgo (Ministerio de Proteccion Social), lo que explicaria la alta
mortalidad, en Colombia; existen bajas coberturas citolégicas y falsos negativos,
que alcanzan hasta 20-44%, en cancer invasivo en mas del 50% .

En Caldas esta patologia tiene alta morbilidad y mortalidad, con un impacto
grande en el desarrollo social. El grupo de registro poblacional de Caldas reporté
117 casos nuevos en el afo 2003, correspondiendo 41 casos a la ciudad de
Manizales con 27 defunciones en la misma ['%; para el 2004 reporté 118 casos
nuevos en Caldas, de ellos 50 en Manizales con 21 muertes en la misma ",

1.1 METODOS ACTUALES DE DIAGNOSTICO DE PRECANCERES DE
CUELLO UTERINO

Son diversos los métodos de diagnostico de precanceres de cuello uterino
utilizados a través del tiempo y ellos han estado ligados a los avances que se han
tenido sobre el conocimiento de la fisiopatologia, en la carcinogénesis del cuello
uterino.



CITOLOGIA. La citologia vaginal fue introducida por Papanicolaou desde 1928, su
contribucion fue honrada dandole el nombre de PAP, al nuevo método para el
diagndstico del cancer de cervical, sin embargo otros autores como el patélogo
Rumano Babes y el ginecdlogo Italiano Viana, sugirieron el uso de la citologia
vaginal antes que el mismo Papanicolaou, la comunidad cientifica no di6 crédito
por lo que los autores suspendieron los estudios los que se reiniciaron en 1939
mediante los extendidos vaginales realizados con el ginecélogo Herbert Traut, en
1943 publicaron sus hallazgos y conclusiones en la famosa monografia titulada
diagnéstico del cancer uterino por extendido vaginal 2 | a aplicacion de este
método masivamente a la poblacién ha disminuido en un 80% la mortalidad por
esta enfermedad en los paises industrializados ['®, sin embargo en nuestro medio
las bajas coberturas y las condiciones de pobreza de la poblacion explica la alta
mortalidad por esta patologia ™.

Actualmente se usa el sistema Bethesda para el diagnéstico citolégico, que hace
énfasis en la descripcidon morfoldgica y clasifica las lesiones escamosas en LEI de
bajo grado (LEI - BG), que comprende las lesiones por VPH y NIC | y LEI de alto
grado (LEI - AG), que abarca NIC Il 'y NIC 111 1'%,

COLPOSCOPIA. La colposcopia fue introducida en 1925 por el profesor
Hinnselman, de origen Aleman, esta es la parte clinica en el analisis de las
alteraciones epiteliales e invasivas del cuello uterino. El colposcopio es un
microscopio de bajo poder, al cual se le ha adicionado un filtro verde, para el
analisis de los vasos del cuello uterino; este procedimiento estima las alteraciones
de los vasos terminales del cuello, donde se reflejan desde una etapa muy
temprana los cambios en los tejidos de la neoplasia y valora la extensién clinica de
la lesiéon en el cuello uterino, facilitando la toma de biopsia del sitio mas patoldgico
con el fin de planear el tratamiento de una manera individualizada !®'7.

El método consiste en la visualizacion del cuello uterino mediante la colocacion de
un espéculo, seguido de una limpieza del mismo con solucién salina normal, al
cual permite un mejor estudio de los vasos sanguineos, inmediatamente se coloca
acido acético al 4 o al 5%, el cual produce una deshidratacién reversible del
epitelio, que comienza a los 10 segundos y termina a los 40 segundos; en los
sitios donde hay un crecimiento celular anormal, se van a encontrar unos patrones
que se denominan epitelio acetoblanco, que indica un aumento de la densidad
nuclear; mosaico y punteado, significando una neovascularizacion del cuello en
respuesta a la produccién del factor de angiogénesis tumoral que tiene como
objetivo aumentar el riego sanguineo a las células tumorales que estan
proliferando de manera acelerada en la zona de transformacion, estos patrones
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son compatibles con lesiones intraepiteliales del cuello. El patron leucoplasico es
una lesidon blanquecina que se observa a simple vista e indica produccion de
queratina por parte del tejido, existen por lo tanto, lesiones intraepiteliales e
invasivas queratinizantes. Finalmente el patron de los vasos atipicos, siempre
indica carcinoma invasivo. La colposcopia permite analizar la extension clinica de
la lesidn que es el elemento mas importante para el tratamiento de las lesiones
intraepiteliales del cuello uterino .

HISTOLOGIA. La histologia se ha utilizado como el diagnostico definitivo de las
lesiones cervicales y es indispensable para realizar el tratamiento y seguimiento
de las pacientes; ésta consiste en el analisis microscopico de una porcidn de tejido
que ha sido extraida bajo el examen colposcopico, en este tejido se observa el
epitelio y estroma, donde se ubican las diferentes alteraciones que serviran para el
diagnodstico de las alteraciones patoldgicas. Las lesiones intraepiteliales NIC se
encuentran so6lo en el epitelio y a través de los afos, 10 a 15 evolucionan a cancer
invasivo, donde ya hay compromiso del estroma.

El NIC | muestra alteracion de las células del tercio inferior del epitelio y se
correlaciona con las lesiones citologicas de bajo grado; el NIC Il incluye lesiones
que muestran alteracion de las células de los tercios inferior y medio del epitelio y
el NIC lll comprende aquellas lesiones que afectan todo el espesor del epitelio,
estas dos Ultimas se correlacionan con las lesiones citolégicas de alto grado ',
Cuando se rompe la membrana basal del epitelio las células tumorales entran al
estroma, produciendo el cancer invasivo; en estados avanzados hay masas
tumorales que reemplazan el cuello uterino y se observa macroscépicamente. En
estos estados existen etapas tempranas que pueden ser diagnosticadas mediante
la histologia y la colposcopia

También se ha utilizado el estudio del legrado endocervical mediante la cureta de
Novack, en los casos de encontrar atipias en células endocervicales en la citologia
previa, estas areas no se observa con el analisis colposcopico. Derivado de este
enfoque, otros centros utilizan el cubo endocervical para obtener material
histologico que corresponde al tercio inferior del canal, este se practica con
radiofrecuencia y asa en forma de “u” ['%,

1.2 CARCINOGENESIS DEL CUELLO UTERINO

Las teorias fundamentales sobre el origen del cancer a nivel del tejido uterino,
hace énfasis en el hecho de que esta enfermedad se inicia en el epitelio por varias
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noxas descritas que es lo que se denomina fase preclinica en un periodo evolutivo
de 10 afos (neoplasia intraepitelial cervical, NIC), si esta etapa no es alterada en
su evolucién, pasa a lo que se denomina el cancer invasivo que es mas comun en

el epitelio escamoso entre el 85y 95% y en el epitelio columnar de un 5 al 14 %
[20]

Modernamente se sostiene que el virus del papiloma humano de tipo oncogénico
(16, 18, 31, 33, 39, 45 y 56) son los responsables del inicio de la carcinogénesis,
por el otro lado existe el tipo 6 y 11 responsables de las verrugas genitales
(condiloma acuminado, plano, endofitico y atipico) ?.

Los virus oncogénicos, abren la doble hélice del genoma en los puentes disulfuro
e intercambian el contenido del ADN con la célula basal del epitelio escamoso, el
resultado es una célula con un contenido aneuploide de cromosomas es lo que se
denomina una célula neoplasica, es decir células inmaduras, con gran capacidad
proliferativa y que en cualquier momento, dependiendo de la agresividad del clon
celular y de la respuesta inmune del huésped, puede localizarse, revertir
espontaneamente por mecanismos inmunoldgicos o producir ruptura de la
membrana basal generando el cancer invasivo #2.

Una vez ocurren estos cambios, la neoplasia intraepitelial comienza a crecer a
manera de cufia desde la membrana basal **.. En la medida en que este grupo
celular comienza a multiplicarse necesita nutrientes aceleradamente para lo cual el
estroma responde a estas necesidades mediante la produccion del factor de
angiogénesis tumoral, con lo cual se forman nuevos vasos para dar respuesta a
los requerimientos nutritivos, de esa “nueva raza” de células. EI mecanismo
mediante el cual se nutren es por inhibicion a causa de las diferencias en las
presiones osméticas y oncdticas 1?4,

Las células inmaduras se abren paso en el epitelio no “contaminando” a las
células escamosas vecinas, sino que lo hacen a través de la enzima
metaloproteinasa que destruye los puentes intercelulares, dafiando la polaridad
celular y permitiendo la diseminacion de las células que estan proliferando.
Cuando comprometen el tercio inferior del epitelio se denomina lesion de bajo
grado y corresponde a NIC | y/o VPH; estas lesiones, se caracterizan
citolégicamente por un aumento del tamafio del nucleo e irregularidad de la
cromatina, y por la binucleacion o multinucleacién con una cavidad citoplasmica,
esto se denomina atipia coilocitica. Desde el punto de vista colposcépico se ven
lesiones acetoblancas con un fino punteado en su interior de color brillante y que
no tiene una definicion exacta con el tejido adyacente, dichas lesiones tienen
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fuerte capacidad de rehidratacion y pueden perderse rapidamente de la visidon
colposcopica (tipo 6 y 11) y toman parcialmente el lugol 2°.

Cuando las células inmaduras comprometen mas del 50% del espesor del epitelio
se denomina lesion de alto grado, correspondientes a NIC Il o NIC Il
Citolégicamente se caracteriza por pérdida de la relacion entre nucleo y
citoplasma con hipercromatismo nuclear ?®, en la colposcopia se observa un
severo compromiso de la trama vascular terminal del cuello uterino, evidenciado
por lo que se denomina punteado y mosaico; en la apariencia clinica son lesiones
que alteran la superficie del epitelio, se demarcan muy bien frente al tejido vecino,
son opacas y no toman el lugol, mostrando un severo disturbio en el glucégeno
celular. Es a partir de la glucogendlisis que la célula realiza su metabolismo 71,
Desde el punto de vista colposcépico, en las fases tempranas se aprecian los

vasos atipicos “en tirabuzén, en coma”, que son expresiones del cancer infiltrante
[28]

Finalmente en el cancer invasivo temprano, donde en la citologia hay severa atipia
e hipercromatismo nuclear con pérdida del citoplasma e histolégicamente se
pierden los puentes intercelulares con ruptura de la membrana basal en las fases
iniciales (invasion estromal minima y microinvasion), hasta la desaparicion de ésta
en el cancer invasivo profundo con masas evidenciadas clinicamente. A medida
que las lesiones progresan, el colageno y la elastina se van disminuyendo hasta
desaparecer en el cancer invasivo profundo.

Todos estos cambios en la carcinogénesis comienzan por alteraciones
bioquimicas y fisioldgicas, hasta tornarse estructurales; a nivel bioquimico lo
primero que se altera es la trama vascular que consiste en vasodilataciones
segmentarias, para nutrir el clon celular que esta proliferando (VPH, NICI), y son
observados desde la Colposcopia, pero no estructuralmente desde la citologia o la
histologia. Hay unos requerimientos energéticos aumentados en las areas que
estan proliferando y que basicamente se hace a través de la via de la
glucogendlisis, a partir del glucégeno (forma de almacenamiento de la glucosa en
los tejidos), una vez se liberan las moléculas de glucosa (C6H1206) entra a la
fase anaerdbica del ciclo de krebs a través de la nicotinamida dinucleétido
(NADH"), en la cual se producen dos moles de ATP (energia bioldgicamente
activa) y dos moles de NAD; este proceso requiere una mol de ATP. Las dos
moléculas de NAD al unirse a la glucosa forman la acetil coenzima A iniciando el
ciclo aerdbico o tricarbocilico, el cual convierte un mol de glucosa en 36 moles de
ATP.



En las lesiones preneoplasicas, el patdlogo aleman Walter Schiller, hacia 1933,
lanzd la hipotesis, que las lesiones acetoblancas no tomaban el lugol (yodo),
debido a la ausencia del glucégeno, lo cual fue comprobado posteriormente por la
ciencia con estudios mediante la reaccion en cadena de polimerasa (PCR). Los
epitelios acetoblancos de origen viral (VPH/NIC 1) a pesar de las alteraciones
nucleares, producen algo de glucdégeno, razén por la cual, las lesiones toman
parcialmente el lugol y en la colposcopia tienen apariencia de color naranja; sin
embargo en las lesiones de alto grado (NIC II/NIC Ill) y cancer invasivo temprano
no hay glucogeno, por esto las lesiones son blancas y opacas en la colposcopia.

A medida que se compromete el tejido desde lesiones bien diferenciadas a mal
diferenciadas, los requerimientos energéticos para la proliferacion celular se hacen
cada vez mas intensos y se producen, por un lado, déficit de glucosa para la
produccion del ATP, esta glucosa se desdobla en ADP y AMP ciclico, siendo éste
segundo el mensajero encargado de llevar la informacién al nucleo para la sintesis
de las proteinas, mecanismo fortalecido por el NADH que ingresa aceleradamente
la glucosa a la fase aerdbica; razén por la cual esta coenzima (fluoréforo
endodgeno) se encuentra elevada en los procesos de oxido-reduccion!™, que son
objeto actualmente, de los andlisis a través de la espectroscopia optica de
fluorescencia.
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2. ESPECTROSCOPIA OPTICA DE FLUORESCENCIA

La espectroscopia Optica de fluorescencia, como método de analisis, mide la
radiacion electromagnética que emana de la materia o que interactua con ella; su
aplicacion a la biomedicina se encuentra en la region del espectro
electromagnético, entre el ultravioleta (UV) y el infrarrojo cercano (NIR). Las
nacientes tecnologias, como la espectroscopia Optica de fluorescencia, para el
analisis de los cambios bioquimicos y morfoldgicos de los tejidos in vivo y ex vivo,
contribuyen al diagnéstico médico de enfermedades como los precanceres de
cuello uterino, los cuales tienen altos indices de morbilidad y mortalidad en nuestro
pais. En diferentes investigaciones cientificas, técnicas de espectroscopia éptica
de fluorescencia se han presentado con una alta sensibilidad y especificidad
cuando es comparada con la histopatologia de los tejidos 2.

2.1 INTERACCION DE LA RADIACION ELECTROMAGNETICA

Debido a los mecanismos de interaccion de la radiacion electromagnética con la
materia, se han derivado diferentes métodos 6pticos para el analisis de materiales
duros y blandos. Por un lado, métodos espectroscopicos donde la medida de la
intensidad y la longitud de onda de la energia radiante, indican la presencia de
transiciones energéticas en la materia analizada, y por otro lado, los métodos no
espectroscépicos que se basan en la interaccidn entre la radiacion
electromagnética y la materia que dan origen a un cambio en las propiedades
fisicas de la radiacion electromagnética.

El modo de propagacion de una onda electromagnética en cualquier ambiente,
depende de constantes Opticas como el indice de refraccion (n) y la constante
dieléctrica (k); las cuales a su vez dependen de las constantes del material como
permitividad (¢), permeabilidad (u) y conductividad (o), que pueden variar en un
intervalo de frecuencias.

El campo eléctrico se relaciona con el campo magnético por medio de las
ecuaciones de Maxwell; para medios dispersos donde no hay presencia de
fuentes ni corrientes de conduccion, ecuaciéon 2-1.
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Estas ecuaciones se pueden aplicar a medios heterogéneos donde ¢_,u, y o,

varian de un punto a otro y en donde H es el campo magneético inducido. En
medios homogéneos donde las constantes electromagnéticas dependen de la
frecuencia @ y no varian de un punto a otro en el medio. Las ecuaciones de
Maxwell se pueden escribir de una forma mas simplificada, ecuacion 2-2.

v.E,(-)=0
V.yﬁ(;)z 0 2.2
V x E(;)z iou oﬂﬁ(;)
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Al aplicar un campo electromagnético a un material este absorbe o emite radiacion
electromagnética produciéndose una transferencia de energia al medio
absorbente o procedente de este; para entender el concepto fisico que ocurre en
estos fendmenos se debe tratar la radiacion electromagnética, no como onda sino
como un flujo de particulas discretas (fotones o cuantos de energia). Cuando un
electrdn libre colisiona con una particula (de masa m) en reposo, la energia y el
momentum de esta particula se relacionan con la frecuencia y la longitud de onda
de la radiacién electromagnética causando su dispersion. La cantidad de energia y
de momentum que se presenta a partir de esta interaccion entre la onda
electromagnética y la particula cargada corresponden a un foton .

Este principio es una de las leyes fundamentales de la fisica y se aplica a todos
los procesos radiativos que involucran particulas cargadas y campos
electromagnéticos; es asi, como las interacciones electromagnéticas se pueden
considerar como el resultado de un intercambio de fotones entre las particulas
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cargadas interactuantes, las cuales se pueden visualizar a través de un espectro
caracteristico.

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

Un espectro depende en principio, de la separacion entre los niveles de energia;
ahora bien, un sistema molecular, puede tener diferentes tipos de energia, como la
energia de rotacion, asociada al movimiento de giro o rotacion de las moléculas;
energia de vibracion, debida a las oscilaciones periddicas o vibraciones de los
atomos alrededor de sus posiciones de equilibrio; energia electronica, que
depende de las posiciones medias de los electrones respecto de los nucleos, etc.

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

2 a1
: Conversion Interna
s1 ¥ M
Absorcion Fluorescencia
) hvy = 111*‘;1"“’ N v
S0 1 L]
0

Figura 2-1. Esquema general de los primeros niveles de energia de
una molécula organica.

En la figura 2-1 se puede observar la transicion electrénica inducida por la
absorcion de un cuanto de luz, dependiendo de la energia que transforma una
molécula de su estado base Sy a alguno de los niveles vibracionales de estados
excitados Si, Sy, Ss, etc. La energia de excitacion del estado S, o cualquier otro
estado de mayor energia, se disipa rapidamente debido a colisiones inelasticas
alcanzando la molécula el nivel cero vibracional del estado Si, debido a la
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relajacion no radiativa. En el proceso de conversion interna, la energia es
transferida desde un punto en la hipersuperficie de la energia potencial, de un
estado (por ejemplo Sy) a la hipersuperficie de energia potencial S1. Después de
esto, el exceso de energia vibracional que posee el estado S4, se disipa a través
de una relajacién vibracional y el sistema alcanza un estado en equilibrio S4, de la
molécula. La fluorescencia se genera a partir de transiciones radiativas en una
molécula, entre niveles de la misma multiplicidad . La emisiéon ocurre como
resultado de la transicion de la molécula desde S+ al estado Sy. En la tabla 2-1 se
pueden observar los tiempos en los que ocurren algunos de estos eventos
mencionados.

Tabla 2-1 Escala de tiempo para los procesos de fluorescencia

Transicién Proceso La constante de velocidad Esigfgi:isgpo
S (0)=>S (1)0 S (n) | Absorcién (excitacion) Instantanea 1071
S(n)=>S(1) Conversion interna k (ic) 102 101
S(1)=>S (1) Relajacién vibracional k (VR) 10" a 10"
S (1)=>S(0) Fluorescencia k(floT 10°a 107
S(M=>T(1) Cruce entre sistemas k (pT) 10"°a 10
co=se[Eromem]  wwew | oo
T(1)=>S(0) Fosforescencia k (p) 10°a 100
T (1)=>$S (0) Rzlsiﬁgﬁ?eﬁforfédﬂga Kk (nr), K (QT) 102 100

El fendmeno de fluorescencia puede dar valiosa informacién en el estudio de una
molécula bioldgica en particular, figura 2-2:

1. Debido a la pérdida de energia entre la absorcidén y la emisidbn que ocurre como
resultado de transiciones no radiactivas, la fluorescencia ocurre a longitudes de
onda mayores que las de excitacion.

2. Las longitudes de onda de excitacion son independientes de las de emision.

Desde el punto de vista molecular, cuando la radiacion electromagnética incide
sobre las células, éstas absorben radiacion, es decir, las moléculas que
constituyen las células absorben la radiacién electromagnética y se excitan (figura
2-2, espectros de excitacidon). La mecanica cuantica nos dice que se produce una
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transicion entre los niveles de energia de algunas de estas moléculas,
dependiendo de la longitud de onda de la radiacion electromagnética. Una vez que
algunas de las moléculas que constituyen las células se han excitado, puede
ocurrir algun proceso de desexcitacion, radiativo o no radiativo. En la
espectroscopia Optica de fluorescencia se trabaja en los procesos de
desexcitacion radiativos y en particular en el fluorescente (figura 2-2, espectros de
emision).

Espectro de
_EM 1  emision

Espectro de
excitacidn

ExX1_

Fluotescencia de excitacion
Fluoresceencia de etrdsion

Longitud de onda
Figura 2-2. Mecanismos de excitacién y emision de fluorescencia

2.2 FORMAS DE INTERACCION DE LA RADIACION
ELECTROMAGNETICA CON MATERIAL BIOLOGICO

Cuando la radiacién electromagnética interacciona con un tejido bioldgico produce
fendbmenos como: polarizacién, refraccion, transmision, reflexion, dispersion,
absorcion y emision.

Polarizacion. Es una caracteristica de las ondas transversales, la cual es causada
por la simetria y orientacién de los vectores de momento eléctrico y la funcion de
onda involucrada en las transiciones electronicas, y consiste en permitir el paso de
una onda en determinada direccion. Los atomos por presentar una simetria
esférica, no tienen momentos eléctricos permanentes, pero si son expuestos, a un
campo electromagnético, se polarizan, logrando de esta manera momentos
bipolares eléctricos, inducidos en la direccion del campo; consecuencia que se
debe a la perturbacion del movimiento de los electrones ocasionada por el campo
eléctrico aplicado. En el caso de las moléculas que tienen momentos bipolares
eléctricos permanentes, cuando se les aplica un campo electromagnético, estas se
orientan paralelamente a él, experimentando un torque.
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De esta forma, cuando un material es expuesto a la presencia de un campo
electromagnético se polariza, haciendo que los momentos bipolares eléctricos de
sus atomos y de sus moléculas se orienten en la direccién del campo eléctrico. La
polarizacion es empleada en varios métodos biofoténicos, donde se usa la luz
polarizada para excitar y detectar luminiscencia en el tejido .

Refraccion. Este fendbmeno se presenta, cuando la radiacion electromagnética
incide con un angulo determinado, sobre la interfaz de separacion de dos medios
con distintos indices de refraccion (n).El rayo varia la direccién o se refracta al
atravesar el segundo medio, debido a la diferencia de la velocidad de la radiacion
existente en los dos medios de propagacion (medios con diferentes densidades),
la cual es determinada por el indice de refracciéon (n) .. La velocidad de la
radiacion electromagnética en un medio determinado depende de su longitud de
onda, por lo tanto, para poder encontrar el valor del indice de refraccion (n) con un

criterio absoluto, debe especificarse la longitud de onda y el medio de referencia
[6]

El indice de refraccion para un medio, determina la velocidad de la luz en éste y el
cambio debido al indice de refraccion puede ser continuo o abrupto y muestra la
dispersion, la refraccion y la reflexion. Para determinar el indice de refraccion (n)
de un tejido el cual es heterogéneo, se hace necesario conocer el indice de
refraccion de los diferentes componentes presentes en este, y asi poder prescribir
un valor promedio del indice de refraccién del tejido en conjunto; también se indica
el promedio del volumen y del peso de los valores de los componentes del tejido.

El componente principal de la mayoria de los tejidos es el agua, esta tiene un
indice de n=1,33 y representa el minimo valor para los componentes liquidos y
suaves del tejido. Las particulas de melaninas encontradas generalmente en la
capa epidérmica de la piel, estan en el limite superior de los valores, con un indice
de refraccion con valores mayores a 1,6. Los indices de refraccion para tejidos
completos se encuentran en el rango de 1,36 y 1,40. Los fluidos extracelulares e
intracelulares, como el citoplasma, estan en el rango de 1,35 a 1,38. El indice de
refraccion para tejido graso es alrededor de 1,45 y para tejidos duros el indice es
alrededor de 1,62 .

Reflexidn. Este fendmeno se muestra en la interfaz del medio en que se propaga
la luz, y se presenta cuando el haz de luz, incide sobre materiales que tienen
diferentes indices de refraccion, haciendo que el haz perturbe o0 no su transmision
y los rayos cambien su direccion haciendo que se produzca una reflexion. Este
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suceso depende del angulo de incidencia y del tipo de superficie donde esté
llegando.

Dependiendo de la naturaleza del material se pueden considerar dos tipos de
reflexion:

Reflexion especular: el angulo de reflexion y el de incidencia tienen el mismo
valor y el haz de luz reflejado tiene una trayectoria muy definida y concreta. Este
tipo de reflexibn se puede ver en superficies muy lisas o pulidas, donde la
dimension de la longitud de onda de la radiacion es mayor a las irregularidades de
la superficie de incidencia.

Reflexion difusa: se puede observar en superficies estriadas, donde los rayos de
luz llegan y se dirigen aleatoriamente en multiples direcciones, es decir, la longitud
de onda de la radiacion, es menor que las irregularidades de la superficie .

En el caso de los tejidos biolégicos, cuando interactuan con la radiacion
electromagnética se produce una reflexion difusa, irradiando parte de los fotones
en todas las interfaces presentes en el tejido; la menor reflexion que se logra
conseguir, para evitar perdida de energia en un tejido es cuando el angulo de
incidencia del haz, sobre la superficie, es de 90°.

Transmision. Fendmeno que tiene lugar cuando un haz de luz incide sobre un
medio de espesor determinado. La transmision es la proporcion de flujo radiante

que atraviesa el medio es T =1/1,, donde, I, es la intensidad de luz incidente y
I es la intensidad emergente del medio.

A lo largo del espectro optico, la transmisién varia intensamente para cada
longitud de onda. Ademas, las caracteristicas de transmision del medio se
modifican enormemente con la naturaleza de éste. La luz transmitida que emerge
del tejido dependera, de los fendmenos de absorcion y dispersion, asi como de la
reflexion en la interfaz del medio.

La radiacion transmitida esta en funcion inversa de la atenuacion realizada por el
medio. Puede considerarse que la atenuacién tiene dos componentes: la
dispersion, que distrae los fotones del medio y la absorcion, que produce la
extincién real de dichos fotones. Tanto la dispersion como la absorcién dependen
de la longitud de onda de la radiacion y de las caracteristicas del medio
considerado (tipo de particulas que lo componen, distribucion, etc.) .
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El estudio de la transmisién de fotones esta basado en las variaciones espaciales
de los indices de refraccidén en la muestra de tejido. Sin embargo, este fenomeno
no es de relevancia ya que la mayoria de los tejidos son altamente dispersivos y la
radiacion electromagnética, que alcanza a entrar en la muestra, es rapidamente
absorbida por alguna especie molecular !,

Dispersion. Cuando el haz de luz llega a un material, este se descompone en
diferentes longitudes de onda, originandose el fendmeno conocido como
dispersion, el cual se refiere a la proporcién de flujo radiante que se distrae dentro
del tejido; siendo este también la suma de la energia que se refleja y se refracta,
aunque atenua la transmision y da paso a la absorcion. La causa de que se
produzca un fendbmeno de dispersion es debido a que la velocidad, de la onda de
radiacion electromagnética, depende de la frecuencia de la misma, es decir, que a
frecuencias altas los campos eléctrico y magnético varian haciendo que la
polarizacion de la materia y la magnetizacion no sigan estas variaciones.

La descripcion mas simple de la dispersién se puede hacer considerando la luz
incidente, como una onda plana, onda que es de amplitud uniforme y que se
encuentra perpendicular al plano de la direccion de propagacion. Cuando una
onda plana monocromatica, que tiene una intensidad dada /,, se encuentra con

un objeto dispersor, una parte de su potencia P es redirigida espacialmente °\. En
tejidos bioldgicos, la dispersion es el mecanismo de interaccion dominante en la
propagacion de la luz. La dispersién es clasificada por la relacion del tamafio del
objeto dispersor y la longitud de onda de la luz incidente:

El limite Rayleigh: Este tipo de dispersién da lugar a una distribucion de las
intensidades de la radiacion dispersada, que es relativamente simétrica en todas
las direcciones alrededor de la particula. Las estructuras celulares, que hacen
dispersar la luz en este limite, o sea, que tienen un tamano menor que la longitud
de onda de la luz incidente, son componentes celulares como membranas vy
componentes extracelulares compuestos en su mayoria por fibras de colageno.

El régimen Mie: La teoria de Mie, describe la dispersion de la luz con objetos
esféricos, la cual es aplicable a cualquier proporcién entre la longitud de onda y el
objeto dispersor. En el rango intermedio de esta proporcion donde las
aproximaciones de Rayleigh y la geométrica no son validas, se usa esta teoria, es
decir, la region donde la longitud de onda es comparable con el tamafo del
dispersor, es el régimen Mie. Varias estructuras celulares, como la mitocondria y el
nucleo y componentes extracelulares, como fibras de colageno, poseen tamaros
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de cientos de nandmetros y unos cuantos micrometros, que son comparados con
las longitudes de onda utilizadas para aplicaciones biomédicas.

La dispersion ocurre, cuando hay variaciones espaciales de los indices de
refraccion, ya sean continuos o abruptos. En un tejido bioldgico, los dispersores
mas importantes son las organelas celulares, debido a que estas muestran una
alta anisotropia, variabilidad en su forma y tamano, dando origen a fenémenos de
este tipo.

La mitocondria, es la organela encargada de la respiracion y la produccion de
energia en las células, ademas, es uno de los dispersores mas dominantes; estas
estructuras son un poco cilindricas y varian en tamano dependiendo del tipo de
célula, con dimensiones que oscilan entre 0.5 hasta 2um, este organelo, ademas
de estar encapsulado en una membrana lipidipica, contiene lipidos internos, estas
estructuras lipidicas tienen un gran contraste Optico a través del citoplasma y
produce efectos de dispersiéon fuertemente observables.

El érgano celular mas grande es el nucleo celular con un diametro entre 4-6um. La
célula varia de forma y tamafo dependiendo del tipo de tejido. Una célula aislada
puede ser un fuerte dispersor, pero en un tejido el fendmeno de dispersion es de
origen subcelular.

En la piel, los melaninosomas, son estructuras muy importantes en la dispersion y
tienen un tamafio de 100 nm a 2um. En la sangre, los eritrocitos son los
dispersores mas fuertes, estos tienen un espesor de 2um aproximadamente y un
diametro entre 7 y 9um; las propiedades de dispersién de la sangre dependen del
hematocrito o sea del volumen de eritrocitos y de su grado de aglomeracion.

Los tejidos de soporte, estan conformados por proteinas celulares vy
extracelulares, como la elastina y el colageno, que proveen potencia mecanica y
durabilidad. Las propiedades dispersivas de esta clase de tejidos, depende, a
pequefia escala, de un conjunto de heterogeneidades y a gran escala, de
variaciones en la forma de las estructuras; los tamafos caracteristicos tenidos en
cuenta en la pequefa escala son de orden de magnitud mas pequefos que la
longitud de onda de excitacion ..

Absorcién. La absorcioén, es un proceso por el cual, una especie molecular extrae
energia de la luz incidente. Este fendmeno tiene lugar cuando la frecuencia de la
onda electromagnética, coincide con la frecuencia del espectro de emision de un
atomo o molécula; asi, cuando la luz atraviesa un material, ciertas frecuencias se
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eliminan selectivamente por la absorcién, y este proceso, brinda un medio para
caracterizar los componentes de la muestra ..

Este proceso, es la transicion de una especie (molécula o atomo) de un nivel de
menor energia a uno mayor, esta transicion requiere de la absorcion de energia,
que permita, el cambio de nivel y esta dada por hv=AE, donde, hv es la
cantidad de energia del fotbn y AEes la diferencia de energia entre los dos
niveles. Este tipo de transiciones se dan en regiones del espectro llamadas
bandas de absorcién, las cuales, atienden a una especie atbmica o molecular en
particular. Existen tres procesos de absorcion:

Absorcién entre niveles electrénicos es cuando un grupo de moléculas que
estan en equilibrio, tienen una distribucion térmica en el nivel vibracional y
rotacional, en el estado base (Sp). Cuando una molécula absorbe energia de
excitacion, esta es elevada desde el estado base hasta algun nivel vibracional de
uno de los estados excitados del singulete (S;), ver figura 2-2.

La intensidad de la absorcidon (fraccion de moléculas en el estado base
promovidas a un estado electronico excitado), depende de la intensidad de la
radiacion de excitacion (numero de fotones) y la probabilidad de la transicién de la
energia de los fotones.

Absorcién que involucra los diferentes estados vibracionales son
determinados por los niveles vibracionales de los atomos presentes en las
moléculas, estas vibraciones a diferentes grados de libertad se encuentran
cuantizadas, dando una serie de niveles de vibracion para cada modelo
vibracional de una molécula. Una transicién vibracional, ocurre cuando una
molécula pasa de un estado vibracional a otro.

Absorcién que envuelve los diferentes estados de rotacion de una molécula,
son representados por los niveles rotacionales, estos niveles de energia estan
cuantizados y corresponden a energias fotdnicas, desde el infrarrojo a longitudes
de onda menores al milimetro. Los niveles de energia electronicos, de las
moléculas, estan asociados con los orbitales moleculares que describen la
distribucion de electrones en la molécula. Cuando una molécula sufre una
transicion electronica, un electron, es transferido desde un orbital molecular a otro.
Hay casos para los cuales la excitacion es considerada localizada, para un enlace
particular o para grupos de atomos .
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2.3 ESPECTROSCOPIA OPTICA DE FLUORESCENCIA EN EL
ANALISIS DE TEJIDOS BIOLOGICOS

La complejidad de los tejidos biolégicos, sugiere que las técnicas y estudios estén
basados en especies individuales de niveles bioquimicos fundamentales. El
analisis de las propiedades de absorcion y de emision de fluorescencia de varios
fluoréforos, explican mejor las interacciones complejas, que pueden ocurrir en
muestras de tejido. En un estudio, por un método Optico, como la espectroscopia
optica de fluorescencia, se puede obtener informacion significativa, acerca de
varios fluoroforos presentes, como también de su ambiente local. Una de las
razones mas comunes para investigar especies fluorescentes, es la detecciéon de
enfermedades, sin necesidad de utilizar marcadores o fluoroforos exégenos. Esto
se debe a que la célula en estados de enfermedad, generalmente tiene
velocidades de metabolismo diferentes o estructuras alteradas, por lo tanto hay
variaciones en los espectros de emision de fluorescencia. Estas diferencias en los
espectros estan marcadas por la concentracion de fluoréforos o su distribucién a lo
largo del tejido, el ambiente local que rodea el fluordforo, la arquitectura particular
del tejido y la atenuacion de la luz, que depende de la longitud de onda, debido, a
la cantidad de los cromoforos que no emiten fluorescencia. En la tabla 2-2 se listan
algunos fluoréforos enddégenos que juegan un rol fundamental, en las
transformaciones que ocurren en los tejidos durante la carcinogénesis .

Tabla 2-2 Longitudes de onda de excitacion y emisién de algunos fluoréforos

Fluoroforos Longitud de onda de Longitud de onda de

excitacion emision

Triptéfano (Aminoacido) 280nm 350nm
Colageno y elastina (Estructuras 325nmy 320nm 390nm y 410nm,
proteinicas) respectivamente. respectivamente.
NADH y FAD (Coenzimas) 365nm y 440nm 470nm y 520nm
respectivamente respectivamente
Porfirinas 400 y 450nm 630nm y 690nm

La espectroscopia optica de fluorescencia para el analisis de tejidos bioldgicos,
depende especificamente, de la concentracion y distribucion de fluoréforos
presentes en los mismos, como también, del entorno bioquimico / biofisico, el cual
puede alterar la cantidad de fluorescencia cedida y el tiempo de vida de los
fluoréforos. El tejido epitelial o escamoso tiene cuatro capas de células primarias
que estan sobre la membrana basal y por debajo esta el estroma; los fluoréforos
como también su concentracion y distribucion pueden variar significativamente
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entre estas capas de tejido. La espectroscopia de fluorescencia en tejidos también
depende de la absorcion y dispersion que resulta de la concentracion y
distribucion de la no fluorescencia absorbida y dispersada respectivamente, dentro
de las diferentes capas del tejido, todos estos efectos de las variables sefialadas
en la espectroscopia éptica de fluorescencia de tejidos son dependientes de la
longitud de onda de excitacion. Los fluoréforos endégenos del cuello uterino seran
excitados y de alli emitiran fluorescencia. Las propiedades de absorcion y
distribucién de la luz, en los tejidos, afectaran tanto las longitudes de onda de
excitacion, como las de emision, por consiguiente, solo los fluoroforos contenidos
en las capas de los tejidos del cuello uterino, en la cual la luz de excitacién penetra
y de la cual la luz de emision puede escapar de la superficie del tejido, producira
fluorescencia medible.

La espectroscopia Optica de fluorescencia, proporciona caracteristicas
discriminantes, en el analisis de los cambios bioquimicos y estructurales en
materiales biologicos; ademas, de la observacidon de cambios en vivo, mediante
espectros caracteristicos de los estados de normalidad y patologia, de los tejidos
biolégicos. Es por ello que esta técnica, puede contribuir al diagndstico médico a
través de la observacion en vivo, de enfermedades como los precanceres de
cuello uterino.

Una revision de los fluoroforos responsables de la fluorescencia de las células, se
encuentra en S. Andersson- Engels et al ¥, quienes mencionan como fluoréforos
mejor conocidos en tejido bioldgico que contribuyen a la sefal de fluorescencia
bajo excitacion de luz, en el cercano ultravioleta al triptéfano (emision a 350 nm),
al colageno (a 390 nm), a la elastina (a 410 nm), NADH (a 470 nm), a las flavinas
(a 520 nm), a la melanina (a 540 nm) y finalmente, a las porfirinas (en la region
roja del espectro). R. R. Alfano et al midieron la fluorescencia de células normales
y células cancerosas de rindn de rata, encontrando diferencias sustanciales en los
espectros ). Ellos proponen a las flavinas, como responsables de la fluorescencia
(a nivel mitocondrial), en especial al dinucle6tido de adenina y flavina (FAD).
Usaron como longitud de onda de excitacion A = 488 nm del Iaser i6nico de argon.

2.4 COMPORTAMIENTO OPTICO DE LOS TEJIDOS BIOLOGICOS

Los tejidos bioldgicos considerados como material Optico, se comportan como
organismos turbios, que por el contrario a los materiales Opticos clasicos no
poseen superficies planas, estructuras cristalinas o un indice de refraccion simple.
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Los tejidos estan compuestos por una enorme variedad de moléculas,
habitualmente de tamafio menor que la longitud de onda de la luz visible, la cual
no tiene patrones geométricos rigidos y repetitivos de un punto a otro de su
ambiente. Por encima de esta escala, se encuentran las unidades celulares, con
escasos patrones de regularidad en su distribucion. Estas unidades celulares si
pueden ser de un tamano proximo a las longitudes de onda de la luz. Cuando se
irradian estructuras inhomogéneas, como los tejidos, se producen conjuntamente
absorcion y dispersién en ellos. La forma como se realizan ambos fendmenos,
depende de la longitud de onda de la radiacién o del tamafio de las particulas del
tejido; en la absorcién tiene importancia un factor adicional: la presencia de
determinados pigmentos, elementos cromoforos (elementos que actuan como
cuerpos negros) como la melanina, hemoglobina y la mioglobina .

La célula se considera la unidad estructural y funcional de la vida; es la unidad
mas pequeia de materia viva capaz de realizar todas las actividades inherentes a
los seres vivos: tipo preciso de organizacion, metabolismo, homedstasis,
movimiento, irritabilidad, crecimiento, reproduccion y adaptacion al cambio
ambiental ' La teoria celular es una de las generalizaciones mas amplias y
fundamentales de la biologia y establece que: 1) todos los seres vivos estan
formados por células y productos celulares; 2) sélo se forman nuevas células por
division de células preexistentes; 3) existen similitudes fundamentales en los
constituyentes quimicos y las actividades metabdlicas de todas las células.

Las células de las plantas y animales presentan una gran variedad de tamanos,
formas, colores y estructuras internas, que guardan relacion con las funciones
especificas que éstas deben efectuar, pero todas exhiben ciertas caracteristicas
en comun. Casi todas las células contienen un nucleo y otras estructuras internas
llamadas organelos. Ademas, las células vivas, estan integradas por moléculas
inanimadas ['"!. Cuando se examinan individualmente, estas moléculas aisladas se
ajustan a todas las leyes fisicas y quimicas que rigen el comportamiento de la
materia inerte. Los seres vivos poseen estructuras internas intrincadas que
contienen muchas clases de moléculas complejas y se presentan, ademas, en una
variedad asombrosa de especies diferentes.

La mayor parte de los componentes quimicos de los organismos, son compuestos
organicos de carbono en los que este elemento se halla relativamente reducido o
hidrogenado, muchas biomoléculas organicas contienen también nitrégeno. Los
principales grupos moleculares que componen las ceélulas, son los lipidos, las
proteinas, los acidos nucleicos y los carbohidratos. Los organismos vivos tienen la
capacidad de extraer y transformar la energia de su entorno a partir de materias
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primas sencillas y de emplearla para edificar y mantener sus propias e intrincadas
estructuras.

El metabolismo puede definirse, como la suma total de todas las reacciones
enzimaticas que tienen lugar en la célula. Las funciones especificas del
metabolismo son principalmente '?: 1) la obtencién de energia quimica de las
moléculas combustibles o de la luz solar absorbida, 2) el ensamble de sillares de
construccion para formar proteinas, acidos nucleicos, lipidos y otros componentes
celulares y, 3) la formacién y degradacion de las biomoléculas necesarias para las
funciones especializadas de las células.

El metabolismo se divide en dos fases principales: catabolismo y anabolismo. El
catabolismo es la fase degradativa del metabolismo, en la cual las moléculas
nutritivas complejas y relativamente grandes (glucidos, lipidos y proteinas) que
provienen, o bien del entorno o bien de sus propios depésitos de reserva, se
degradan para producir moléculas mas sencillas tales como acido lactico, acido
acético, CO,, amoniaco o urea. El anabolismo constituye la fase constructiva o
biosintética del metabolismo, en la cual tiene lugar la biosintesis enzimatica de los
componentes moleculares de las células, tales como acidos nucleicos, proteinas,
lipidos y polisacaridos a partir de sus precursores sencillos.

Las enzimas son proteinas especializadas en la catélisis de las reacciones
biolégicas. Se encuentran entre las mas notables de las biomoléculas conocidas
debido a su extraordinaria especificidad y a su poder catalitico, mucho mayor que
la de los catalizadores hechos por el hombre. La actividad de algunas enzimas
depende solamente de su estructura como proteinas, mientras que otras necesitan
ademas, uno o mas componentes no proteicos, llamados cofactores; éstos pueden
ser un ion metalico, o una molécula organica llamada coenzima, aunque algunas
enzimas necesitan de ambos. Por lo general, las coenzimas actuan como
transportadores intermediarios de grupos funcionales, de atomos especificos o de
electrones, los cuales son transferidos en la reaccion enzimatica global.

Un proceso metabdlico determinado puede necesitar varias enzimas o inclusive
todo un sistema enzimatico, para llevarse acabo. Los diferentes enzimas y
sistemas enzimaticos estan localizados, en uno u otro organelo o en alguna parte
de la estructura del citoplasma. Las enzimas de Oxido-reduccidén actuan en el
centro del metabolismo celular energético. La energia liberada en la oxidacién o
reduccion por compuestos organicos es capturada con eficiencias variables en
formas muy diversas, tales como ATP, potenciales de membrana, o coenzimas
reducidas.
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Las deshidrogenasas, enzimas de oxido-reduccion, necesitan como coenzimas al
NAD (dinucleétido de adenina y nicotinamida) o al NADP (dinucleo6tido de adenina
y nicotinamida fosfato). Las deshidrogenasas NAD-dependientes, intervienen de
manera primordial en la transferencia de electrones desde los sustratos hasta el
oxigeno, en la respiracion metabdlica, proceso a través del cual obtiene energia la
célula La utilidad del NAD+ (+ por su forma oxidada) y del NADP+ para propdsitos
de andlisis enzimatico depende de algunas de sus inusuales propiedades 2. 1)
Sirven como agentes naturales de oxidacién o reduccién en una amplia variedad
de sistemas enzimaticos especificos. Con la enzima apropiada como catalizador,
pueden oxidar o reducir selectivamente un sustrato particular en presencia de
otros muchos compuestos. 2) Las formas reducidas NADH y NADPH, ademas de
absorber luz en el cercano UV, tienen propiedades de emitir luz fluorescente,
mientras las formas oxidadas no lo son. NADH y NADPH tienen bandas de
absorcion idénticas, con el maximo en 340 nm, NAD+ y NADP+ no absorben a
esta longitud de onda. De esta forma, los cambios en el estado de oxidacién o
reduccion son medidos por espectroscopia Optica de fluorescencia.

2.5 ANALISIS BIOQUIMICO DE ESPECIES INDIVIDUALES

Los analisis bioquimicos, se basan en estudios fundamentales o generales de la
base constituyente de los sistemas bioldgicos, los cuales, son compuestos
bioquimicos individuales como el triptofano, colageno, la forma reducida del
nicotinamida adenina diniclotida (NADH), flavinas (FAD) y hemoglobina entre
otros. Tales estudios permiten determinar y caracterizar las propiedades
fluorescentes de estas especies que se denominan fluoréforos y pueden ser
endogenos 0 exogenos.

Fluoréforos enddgenos. Son especies fluorescentes en sistemas bioldgicos, la
mayoria de estos estan asociados con la matriz estructural de los tejidos o con
varios procesos metabolicos celulares, pueden ser aminodacidos, estructuras
proteinicas, enzimas, coenzimas, vitaminas, lipidos y porfirinas y cada uno tiene
un unico espectro de emisién ", En el caso de las matrices estructurales, los
fluoréforos mas comunes son el colageno y la elastina; la fluorescencia de estos
compuestos se debe principalmente al entrecruzamiento de varios aminoacidos en
su estructura P!,

Algunos de los fluoréforos enddégenos en los sistemas biolégicos humanos y
animales se relacionan con el metabolismo celular. Las especies predominantes
en esta categoria incluyen NADH, FAD vy lipopigmentos fluorescentes fuertes
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(lipofuscin y ceroides). Ademas de estos, existen muchos otros fluoroforos
endogenos que emiten a varias longitudes de onda y cubren rangos del
ultravioleta y visible del espectro electromagnético. Estos fluoréforos incluyen
aromaticos, aminoacidos como triptofano, tiroxina y fenilamina, varias porfirinas
(hemoglobina y la mioglobina). La figura 2-3, muestra los espectros de absorcion y
de emision de fluorescencia de varios fluoréforos endodgenos presentes en los
tejidos bioldgicos !"®. Como estas especies fluorescentes son generalmente
estructurales y metabdlicas, pueden dar informacion sobre alteraciones en los
tejidos.
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Figura 2-3. Espectros de absorcion y emision de fluorescencia de fluoréforos endégenos.

0

Fluoréforos exdgenos. Son sustancias que al ser suministradas al tejido se
acoplan a un cierto tipo de molécula y tienen propiedades de fluorescencia.
Ademas del gran numero de fluoréforos endoégenos utilizados en el diagndstico
biomédico, se han estudiado y creado fluoréforos exdgenos para diferentes
propositos y aplicaciones, como el monitoreo de la funcién celular, marcacién de
tumores, para determinar la viabilidad de las células o la permeabilidad de sus
membranas entre otros. La ventaja de usar fluoréforos exdgenos es que se
pueden seleccionar las propiedades fotofisicas y farmacocinéticas de acuerdo a su
aplicacién, ademas de emitir con mayor intensidad que los endégenos [,

2.6 LOS FLUOROFOROS EN EL ANALISIS DE ESTADOS
PATOLOGICOS

El cambio en la concentracion de fluoréforos, puede ser atribuido a varios eventos,
en ciertos casos algunos quimicos pueden dejarse de producir o al contrario
producirse mas en estados de enfermedad. Del mismo modo, la distribucion o la
forma del fluoréforo puede variar a lo largo del tejido, por ejemplo NADH es una
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molécula fluorescente en su forma reducida y no es fluorescente en su forma
oxidada.

El cambio en la microestructura (ambiente local) que rodea al fluoréforo puede
tener efectos importantes en las propiedades de fluorescencia, como la eficiencia
cuantica, la posicion espectral del maximo de la emisién fluorescente, el ancho de
su linea espectral y el tiempo de vida de la fluorescencia. Todos estos factores
tienen un impacto significativo en la emision de fluorescencia del tejido ya que
varian sus propiedades opticas.

Un factor importante en las diferencias asociadas con los estados de enfermedad
del tejido, es la presencia de cromdéforos no fluorescentes como la hemoglobina,
ya que varian en concentracion, dependiendo del estado y tipo de la enfermedad
y pueden absorber la luz a las longitudes de onda de la fluorescencia emitida por
el tejido o también absorber longitudes de onda de la luz de excitacion empleada
en el analisis. Un ejemplo es el incremento de la vascularizacion del tejido tumoral
debido a la angiogénesis, esto incrementa la hemoglobina que absorbe en el
rango visible del espectro electromagnético.
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3. SIMULACION DEL ESPECTRO DE FLUORESCENCIA

Para el analisis de medios turbios como el tejido biolégico, la técnica de
espectroscopia 6ptica de fluorescencia se basa en la Ley de Beer — Lambert. Para
observar detalladamente el desarrollo de esta ley comenzaremos por describir la

ley de Lambert — Bouger que relaciona la absorcién de la luz de un medio

homogéneo 6pticamente diluido y el espesor del medio ",

# = u,dl 31

La ecuacion 3-1 describe como cada capa sucesiva dl del medio absorbe la
misma fraccion dI/I de la intensidad de luz incidente [/ por la constante

u, (coeficiente de absorcion). La intensidad de luz transmitida /a través de la

distancia les I=1,"'. El coeficiente de absorcién puede asi ser interpretado

como la probabilidad de que un foton sea absorbido por el medio por unidad de
longitud. El reciproco del coeficiente de absorcion, conocido como la longitud de

absorcion, es la distancia requerida por la intensidad de haz de luz para de crecer
en ¢' de la intensidad de luz inicial, quedando 7=17,10"%, donde, Kes el

coeficiente de extincion, entonces la absorbancia 4 = K/, y es representada como,

I
A4=log,, (7‘)} 3-2

En 1852 Beer, determina que el coeficiente de absorcién de una sustancia es
linealmente relacionado con la concentracion cde la sustancia diluida en un medio
no absorbente, 1, = ac, donde, a es el coeficiente de absorcion especifico. La ley
de Lambert — Bouger se puede escribir entonces como, /=1, * 6 [=1,10",

conocida como la Ley de Beer — Lambert, donde ¢ es el coeficiente de extincion
especifico ",



En una soluciéon que contiene n sustancias, el total de la absorbancia es la suma
individual de los coeficientes de extincion K multiplicados por [/,

A=(K,+K,+..+K,)I equivalente a decir que A=(gc,+6,¢,+..+6,¢,)] .

Para modelar la fluorescencia de un tejido biologico, el tejido es representado
como una sola capa, la cual es infinitamente profunda con respecto a la capacidad
de penetracién de la luz incidente. Este supuesto es mas apropiado para
longitudes de onda de excitacién, para la cual e de profundidad de penetracion
es menor que el espesor de la capa superior. Adicionalmente se realizan otras
suposiciones

1. La intensidad de luz se atenua exponencialmente en el tejido biolégico, debido
a la absorcion y la dispersion. Esta atenuacion es total, ya que no se trata la
dispersion y la absorcion separadamente.

2. Los fluoréforos son distribuidos homogéneamente en todo el tejido bioldgico.

3. El haz de luz de excitacion se asume uniforme tanto de perfil como infinito de
lado.

Estas suposiciones son equivalentes a restringir el modelo a una sola dimension
en la interaccion de la luz incidente, con el tejido bioldgico. La intensidad de

fluorescencia F(4,,4,) es funcion de la longitud de onda de excitaciéon A, y de la

longitud de onda de emision 4, y puede ser escrita de la siguiente forma,

¢(Z’x’ﬂm) -1, (4,

F(R2,) =k[] P(2)e %, (4,) EET0e 0 as

X

P(ﬂ, ) . Potencia de la luz incidente a la longitud de onda de excitacion.

1, (A):  Atenuacion total del tejido.

u#,(2):  Coeficiente de absorcion del tejido.

#(A.,4,): Rendimiento cuantico, definido como el total de la energia fluorescente

emitida a 4, sobre el total de la energia absorbida a 4, .
z: Distancia de penetracion de la luz en el tejido.

Debido a la dispersion, la maxima intensidad de luz justo adentro de la superficie

del tejido puede ser mayor que la intensidad de la luz incidente. Este efecto se
incluye en la ecuacion 3-3 como £ (factor de proporcionalidad que depende del
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indice de refraccion del tejido, la longitud de onda de la luz incidente y de la
eficiencia del detector).

La ecuacion 3-3 tiene una simple interpretacion fisica ?, donde,

P(A )e*”’(l")z, representa la atenuacién de la luz incidente.

X
(4. 4,) y . .
M, (E)T es la conversion de la luz incidente en fluorescencia.

=1 (A, )z ., . L .
e (%) dz , representa la atenuacién de la luz en el tejido dirigida a fluorescencia.

Integrando la ecuacion 3-3 se obtiene que,

$(A.4,)
2
w4, (A)+ 1, ()

kP(A) . (A,)

a

F(A,4,))=

3-4

Los términos u ¢ y u contienen contribuciones individuales de todos los

fluoréforos presentes en el tejido bioldgico. Es esta informacion la que se desea
separar, lo que nos impulsa a proponer una forma mas general de expresar la
ecuacion u.¢ y u, como una suma sobre todos los N fluoroforos presentes en el

tejido biolégico .

- ] ﬂ’ ’Zm
>, (2,) 2]
F(A,,2,)=kP(2, )% 35

(s (2) 424, (4)

Recordando que los fluoréforos presentes en el tejido del cuello uterino, que
contribuyen a la sefal de fluorescencia bajo excitacion de luz, a una longitud de
onda de 337.1 nm son el colageno (emisién a 393 nm), la elastina (emision a 410
nm), el NADH (a 470 nm) y las flavinas (a 520 nm) &,

Usando esta informacion en la ecuacidon 3-5 y a una longitud de onda de

excitacion de 337.1 nm, la forma mas general de representar la contribucion de
todos los fluoréforos presentes en los tejidos de cuello uterino es,

31



337.1,4,)+E(337.1,4,)+ NADH (337.1, 4, )+ FAD(337.1, 4,,)
G+G+G+C,

3-6

F(337.1,4,)= <

Donde,

be (337.1,4,,)
2

C(337.1,4,) = t,e, (337.1) , contribucion del colageno.

337.1,4 G .
P ( ) , contribucion de la elastina.

E(337.1,4,) = st (337.1)

337.1,4,)

NADH (337.1, 4,,) = toyior (337.1) Prion ( 5 , contribucién del NADH.

) Brap (337.1,2,)

FAD(337.1,,) = trs (337.1 , contribucién del FAD.

C, =t (337.1)+ 1, (4, ), Atenuacion debida al coldgeno presente en el tejido.
C, = My (337.1)+ 11, (4, ) , Atenuacion debida a la elastina presente en el tejido.
Cs = o (337.1) + Lo (4, ) . Atenuacion debida al NADH presente en el tejido.

Cy = My (337.1)+ 11, (4, ), Atenuacion debida al FAD presente en el tejido.

Estas ecuaciones modeladas por medio de gaussianas permiten reconstruir el
espectro de fluorescencia, el cual es obtenido por la suma de las contribuciones
individuales de cada uno de los fluoréforos presentes en los tejidos bioldgicos,
como son los del cuello uterino y mama. Asi, de esta forma se puede obtener el
modelo matematico que permite simular el espectro de fluorescencia cuando
interactua la radiacion electromagnética con los tejidos bioldgicos. La simulacion
de los espectros de fluorescencia permite el analisis de los diferentes fendmenos
que ocurren cuando varian las contribuciones individuales de cada uno de los
fluoréforos presentes en el medio de estudio, buscando obtener espectros
caracteristicos de normalidad y patologia de tejidos bioldgicos.
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Ademas, el modelo matematico obtenido para los espectros de fluorescencia
puede ser usado también, en el procesamiento digital de la informacion espectral
de fluorescencia de los tejidos biolégicos, como método de ajuste por minimos
cuadrados de los espectros, con la finalidad de extraer caracteristicas
discriminantes que permitan diferenciar entre estados patolégicos y normales de
estos tejidos.
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4. SIMULACION DE CELULAS BIOLOGICAS A TRAVES
DEL MODELO CELULAR DE POTTS

Existen una gran variedad de modelos para simular fendmenos celulares
biolégicos, sin embargo éstos se pueden clasificar en tres grandes grupos segun
el manejo que se dé a las variables espacio-temporales: modelos discretos,
continuos e hibridos .

Los modelos discretos en procesos bioldgicos, son usados cuando el interés es el
comportamiento de células individuales y sus interacciones con otras células y con
el medio. Se consideran las células como puntos de una red que se mueven de
acuerdo a ciertas reglas. En particular, modelos basados en individuos son
relativamente nuevos en biologia celular, tienen aplicaciones en ecologia,
formacion de patrones, crecimiento de tumores y angiogénesis asociada con
malignidad, entre muchos otros. Entre estos modelos se encuentra el modelo
celular de Potts.

Los modelos continuos, emplean ecuaciones diferenciales que describen las
variaciones espacio temporales de un campo (concentraciones o campo de
fuerza), y se basan en la densidad de las células y no en las células discretas. Los
modelos continuos, involucran frecuentemente, el desarrollo de una ecuacion de
reaccion - difusion. Son utiles cuando la escala de longitud sobre la cual se quiere
investigar el fendbmeno es mucho mayor que el diametro de los componentes
individuales. Estos modelos efectivamente describen efectos globales como
diferenciacion o movimiento celular en respuesta a un campo quimico.

En los modelos hibridos se modelan las células como entidades discretas, pero
sus movimientos estan influenciados por campos espaciales continuos, asi que el
tejido se modela como una densidad continua. Se encuentran entonces modelos
celulares de Potts hibridos, donde las células siguen estando en una red singular
pero se utilizan ecuaciones diferenciales acopladas para simular fendmenos como
la quimiotaxis, la difusion de quimicos, entre otros.

El modelo Potts fue presentado en 1952 como una extensién del modelo de Ising,
el cual ha sido usado para simular fendmenos de un tipo de particulas fisicas que



modifican su comportamiento a traves de la interaccidon con las particulas vecinas.
Una aplicacién clasica de este modelo es el estudio de propiedades magnéticas.
En este modelo las etiquetas ¢ son asociadas a los elementos i de una red. Cada
etiqueta puede tomar uno de dos valores +1 & -1, significando la orientacién
magnética de los elementos de la red. Si existen N elementos en una red,
entonces el sistema puede estar en 2" estados. Una configuracion particular de un
microestado es especificado por el conjunto de etiquetas de todos los elementos
de la red {0'([.1),0([2),...,0'(,.N)}. La energia de un estado en particular esta

representada por el Hamiltoniano de Ising, ecuacién 4-1:
N N

H = —JZG(i)O'(j)—BZG(i) 41
i i=1

Donde J es la energia de interaccion entre los vecinos mas préoximos y B es un
campo magnético externo.

El modelo original de Potts se us6 para describir las propiedades termodinamicas
y fisicas de dominios magnéticos en los materiales. Con el transcurso de los anos
estos modelos se han ido aplicando a una variedad de fendmenos tanto fisicos
como biolégicos. El primer intento por desarrollar el modelo de Potts, como un
modelo celular, se di6é a principios de los afios 80 con Anderson, Grest y Srolovitz
[ quiénes usaron el modelo de Potts de g estados para estudiar los patrones
celulares en granos metalicos. Se demostro la utilidad del modelo para simular el
crecimiento del grano conducido por la energia de superficie.

En 1992, Francois Graner y James A. Glazier ), modifican el modelo de Potts de q
estados, con adhesividad diferencial, para simular la organizacion de una mezcla
de dos tipos de células bioldgicas, figura 4-1. Graner y Glazier desarrollan una
extension en la cual se restringe el tamafio de la célula y permite diferentes
energias de superficie (conocido como adhesividad diferencial o DAH) entre

diferentes tipos de células.
Figura 4-1. Organizacion celular lograda por el CPM, (a)

(b)
Condicién inicial, (b) Organizacién celular, (c) Ordenamiento de
células en forma de mosaico, (d) engullimiento.

(a)
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4.1 MODELO CELULAR DE POTTS PARA SIMULAR CELULAS BIOLOGICAS

El modelo de Potts, trata las interacciones de los elementos de la red con sus
vecinos, en términos de las energias de interaccion entre ellos. En el caso de
aplicaciones biolégicas, se estudian las células desde el punto de vista de la
interaccion de ellas con sus vecinas y el tejido circundante cuantificando, en
términos de energias de la adhesion que sufren entre ellas y el tejido.
Especificamente el costo de energia de las interacciones se cuantifica en los
coeficientes de acoplamiento.

El modelo celular de Potts (CPM) incorpora el comportamiento celular
fenomenoldgicamente observado usando restricciones matematicas y expresando
estas restricciones en términos de la energia efectiva total del tejido. Desde un
punto de vista matematico, podemos representar cualquier comportamiento
repetitivo de una célula en forma de una respuesta consistente con una restriccion.
La divergencia de las respuestas demanda una “penalizacion de energia”. Las
dinamicas escogidas, reducen la penalizacion. Gradualmente, relajando el patron
con uno consistente con la restriccion . El método tiene la gran ventaja que
puede introducir mecanismos adicionales por medio de restricciones adicionales.
Asi se introducen fendbmenos como la quimiotaxis, la polaridad celular o la mitosis.

4.1.1 ADHESION

Se modelan las interacciones de las superficies de las células con las demas
células definiendo unas constantes de acoplamiento Jgj; gij, las cuales cuantifican
la fuerza de la interaccién entre puntos de la red adyacentes con diferentes
valores de o5 En el sentido fisico, las J corresponden a la energia total
involucrada en la interaccion especifica, la cual es proporcional al numero de
receptores en la superficie de la célula involucrada en la interaccion y la energia
de union de los ligaduras involucrados con sus receptores. Por lo tanto, la energia
contenida en las interacciones entre células puede ser definida por el Hamiltoniano
representado en la ecuacion 4-4:

H= ZJ%-%- 4-2
o0
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Donde los términos (ij) describen los puntos en la red: la primera sumatoria va
sobre los puntos de red, la segunda sobre los ocho préximos vecinos de (i,j). Si
ojj =cy; entonces los dos puntos de red (i,j) y (i’j’) estan dentro de la misma célula,
y su contribucion a la energia de interaccion de la superficie es cero, por lo tanto,
en este caso, Joj; 0i5=0.

Un valor de J grande implica que las uniones requieren mayor energia y por lo
tanto son menos probables.

a) Adhesidon Diferencial. El modelo de Potts permite introducir la hipotesis de la
adhesion diferencial (DAH) de Steinberg, bajo la cual la fuerza de union entre dos
células, depende de su tipo, donde la afinidad de las moléculas de adhesién
celular en las membranas celulares, determinan la energia de adhesién .

Por lo tanto los coeficientes de acoplamiento son dependientes del tipo de célula.
Se introduce en el modelo una etiqueta adicional a la célula, la cual determina su
tipo: 7(oy), (por ejemplo: células del endotelio, endometrio...). Para cada punto de
la red (i,j) tenemos entonces dos etiquetas: oy, etiqueta que identifica la célula, y
7(oy), que identifica el tipo de esa célula en particular. EI Hamiltoniano se
modificaria entonces:

H=22J oo ) L0503 4-3
i iy

El término delta Kronecker, asegura que Joj; 0;7=0 para oj =ojj; lo que significa que

uniones entre células del mismo tipo tienen energia cero, o sea que la energia

dentro de la célula es cero.

b) Medio Extracelular. El medio extracelular puede simularse como otro tipo de
células, sin restriccion de area. Por lo tanto, las interacciones entre células y el
medio son modeladas de la misma forma que las interacciones célula-célula,
usando un coeficiente de acoplamiento Jeguia-ecm- La interaccion entre las células y
la ECM (matriz extracelular) que dan origen al movimiento haptotactico son
tratadas por separado.

4.1.2 TAMANO DE LA CELULA

Fisicamente, tanto el crecimiento como la deformacién mecanica de las células
requieren energia. Si la simulacion se hace en dos dimensiones se tiene en cuenta
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los cambios de area, si es en tres dimensiones se tendran en cuenta cambios de
volumen. Modelos mas aproximados incluyen restricciones para cambio del
volumen, area y perimetro .

En general, el modelo tiene estas restricciones en cuenta incluyendo un término
elastico A(v,-V7)% en este término, Vr es el volumen de relajacién de la célula (el
volumen al cual se relaja en la ausencia de fuerzas externas), y las deformaciones
que expanden o comprimen la célula por encima o por debajo de este valor:
debido a cambios en la presion osmaética, movimiento, crecimiento, division, etc.,
requeriran energia. Por lo tanto, el término de la energia total ahora es un
Hamiltoniano que incluye las restricciones para el volumen:

H = Z ZJT(O'i/)xT(O'i'_/‘){l_ 50'g’x0'['_/‘}+ Z ﬂ(l)o_ - I/T)z 4-4

i
Donde la sumatoria es sobre oy corre sobre el numero total de células en la red.

4.1.3 FLUCTUACIONES DE FORMA

A fin de simular la organizacion de las células que estan interactuando
energéticamente de acuerdo al anterior Hamiltoniano, se usa el algoritmo
Metropolis, se selecciona un sitio (i,j) al azar, luego se selecciona un préximo
vecino (i’j’) también al azar. Si (ij) y (i’j) yacen en la misma célula (es decir:
oj =ojy) se tiene que repetir la seleccion. Sin embargo, si los dos puntos yacen en
diferentes células, se calcula el cambio de la energia producto de la sustituciéon del
sitio (i’j°) con la informacion de (ij). Si el cambio resultante en la energia de
superficie total AH es negativo, se acepta la copia y se cambian los valores para
(i",j’) adecuadamente, sin embargo, si el cambio en la energia es positiva, se tiene
una probabilidad de que se dé el cambio, aunque sea un cambio energéticamente
desfavorable. Se describen estas fluctuaciones estadisticamente usando la
dinamica de Boltzmann- Monte Carlo, donde T define el tamafio de fluctuacion
tipica ©®!. Las fluctuaciones conducen a la configuracién de las células a un minimo
en la energia global, en vez de conducirla a uno de los multiples minimos locales
que pueden coexistir. Por lo tanto:

si AH <0;

1,
Plo; = 0iy) = {eAH/k”T, si AH >0, "
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El parametro T, influencia la probabilidad de que tomen lugar eventos
energéticamente desfavorables: a mayor T, mas fuera del equilibrio esta el
sistema. Ademas, mayor sera la movilidad aleatoria y mayor sera el area a través
de la cual las células se moveran en un espacio de tiempo. Por lo tanto el
parametro T es fisicamente analogo al coeficiente de difusién D, en la ecuacién de
difusion. En las aplicaciones del modelo de Potts en fisica, T es la temperatura, kg
es una constante para convertir T en unidades de temperatura, denominada
constante de Boltzmann.

El algoritmo Metrépolis es el mas usado para simular el modelo de Potts y es
apropiado para sistemas conservativos, como un magneto, pero no, para las
células, donde la formacién y la destruccidon de las uniones es altamente
disipativa. Asi que se puede hacer el modelo mas realista fijando un umbral H,
para cambios de etiqueta mayor que cero para reflejar la disipacion Bl Asi:

1, si AH <-H,,

p(ai‘ — 0; ) =3 _ . 4-6
/ T e WISl AH > —H,.

El modelo anterior describe el fendmeno de clasificacion u ordenamiento de las
células (cell-sorting), el cual ha sido estudiado extensivamente. Se puede aplicar
este modelo para simular el fendmeno de la invasién maligna, extendiéndolo para
incluir la haptotaxis y la secrecion proteolitica de enzimas 1"®!.

Con todas las extensiones anteriores, el modelo se conoce como Modelo Celular
de Potts, CPM. La energia total es representada en la ecuacion 4-7:

H= szr(oy),rm.f){l‘ 50,,o,,}+ Zﬂ(va -V;)? 4-7

gy

El primer término es la energia de adhesion dependiente del tipo de célula. El
segundo término involucra todas las propiedades de volumen de la célula, como la
elasticidad de membrana, las propiedades del citoesqueleto y la presion osmatica.
Y teniendo en cuenta las restricciones de volumen y de area:

H = Z Z']r(a,v/),r(a,-.f){l_ 50'11-,0"-7,}_’— Zﬂ'(ua - VT)2 + Zj” (aa' - 14T)2 4-8

oy
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En algunos modelos 1 representa la resistencia a la compresion y A’ representa la
resistencia de la membrana al alargamiento !,

El modelo celular de Potts permite simular también el crecimiento, division y
muerte celular.

e Crecimiento celular: se puede incluir el crecimiento celular por medio de un
sub-modelo que aumente el volumen de relajacion, Vr, con el tiempo.

e Division Celular: ocurre cuando la célula alcanza un tamafio fijo, dependiente
del tipo de célula. Para incorporar la divisién celular o mitosis en el modelo, se
aumenta el tamafo de la célula hasta el doble y luego se divide en dos a través
de su centro de masa, a lo largo del eje de minima longitud. Cada célula hija
asume una nueva identidad o.

e Muerte Celular: Se puede modelar también la muerte celular fijando el
volumen de relajacién igual a cero.

4.2 GENERALIDADES DEL MODELO CELULAR DE POTTS

Las células se posicionan en una red. A cada célula se le asigna una identificacion
unica. Una célula puede ocupar mas de un sitio de red.

Las simulaciones Monte Carlo del modelo de Potts han empleado,
tradicionalmente, algoritmos como el de Metropolis.

Figura 4-2. (a) Puntos escogidos para realizar el cambio
en una red hexagonal; b) Nueva configuracion si el
cambio se acepta.

En general se puede decir que el modelo de Potts busca por medio del algoritmo
de Montecarlo minimizar la energia de una configuracién funcional inicial,
siguiendo una serie de pasos:

1. Se escoge un sitio de red al azar, entre los q posibles, que tenga sus vecinos
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(&)}

con diferentes células.

. Se escoge al azar un vecino.
. Se resuelve el Hamiltoniano para el nuevo sitio basado en cambiar ese sitio

para que sea parte de la célula original (como se muestra en la figura 2).

. Si el cambio de energia es favorable, se hace el cambio.
. Si no es favorable se aplica la estadistica de Boltzmann.
. Se actualiza la red difundiendo las sustancias quimicas, dividiendo las células o

segun las consideraciones tomadas.

Se mide el tiempo en pasos Monte Carlo (MCS), que comunmente esta definido
como tantos intentos de sustitucion (pasos de tiempo de simulacion) como tantos
sitios de red ['%.
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5. METODOLOGIA

La metodologia se presenta de manera individual en cada una de las experiencias
investigativas desarrolladas en esta tesis. Entre ellas estan:

e Desarrollo e implementacién de la técnica de espectroscopia Optica de
fluorescencia.

e Modelamiento y simulacion de los espectros de fluorescencia que reflejan la
interaccion de la radiacion electromagnética con sistemas bioldgicos. Ademas,
se presenta la simulacion a través del modelo celular de Potts del crecimiento
de células normales y cancerosas en un ordenamiento celular.

e Procesamiento digital de la informacion espectral de fluorescencia de los
tejidos de cuello uterino, con la finalidad de determinar los espectros
caracteristicos de tejidos normales y patolégicos de cuello uterino.

e Aplicacién de la técnica de espectroscopia optica de fluorescencia en el
soporte al diagnostico médico de precanceres de tejidos de cuello uterino y en
tejidos en biopsias de mama.

e Considerando las anteriores experiencias se plantea una metodologia basada
en los resultados del procesamiento digital de la informacion espectral de
fluorescencia y el procesamiento digital de las imagenes obtenidas por
colposcopia de tejidos de cuello uterino, ofreciendo asi a los profesionales de
la salud una nueva herramienta como soporte al diagnéstico médico de estas
patologias.

e Ademas, se desarrollo una metodologia para el procesamiento digital de
imagenes de placas de biopsia, que permite a los médicos patdlogos procesar
en su totalidad la muestra de biopsia de tejidos de cuello uterino y mama.
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6. DESARROLLO E IMPLEMENTACION DE LA TECNICA
DE ESPECTROSCOPIA OPTICA DE FLUORESCENCIA

Un esquema de los componentes basicos para el desarrollo e implementacion de
la técnica de espectroscopia optica de fluorescencia en el analisis de tejidos
biolégicos, se representa en la figura 6-1; este consiste de una fuente de luz, un
conducto flexible que contiene la fibra éptica para la iluminacion y recoleccion de
la luz, un elemento de dispersion que separa la luz emitida entre las respectivas
longitudes de onda y un detector que mide las intensidades a estas longitudes de
onda; en este escenario, la emision de fluorescencia, es medida en una reemision
geométrica en la cual la iluminacion y recoleccion de la luz son representadas en
la misma superficie del tejido bioldgico.

Fuente de luz Eh.ament!:l d Detector
dispersion

Conducto flexible que contiene
la fibra optica para la iluminacion
vy recoleccion de la luz

|Sistema biulugicu|

Figura 6-1 Esquema de componentes basicos de un instrumento usado para espectroscopia
optica de fluorescencia de tejidos

Después de varios estudios sobre la espectroscopia Optica de fluorescencia y de
la presentacion de diferentes proyectos de investigacion, se conté con la
colaboracién de diferentes entidades que aportaron para la adquisicion de los
elementos y equipos que permitieron el desarrollo de una técnica de
espectroscopia optica de fluorescencia portatil. Esta técnica se desarrolld, para el
analisis bioquimico de tejidos biolégicos en pacientes de diferentes municipios de
Caldas, en la figura 6-2 se pueden visualizar la mayoria de los elementos y
equipos que la componen:

Fuente de excitacion, laser de gas N, (pumped dye), la cual permitira tener la
radiacion electromagnética de excitacion a una longitud de onda fundamental de
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337.1 nm, por medio de las cubetas de tintes para obtener las longitudes de onda
de 380 nm y 460 nm. Estas longitudes de onda de acuerdo a la literatura, se han
utilizado para excitar los fluoréforos presentes en los tejidos biolégicos
(aminoacidos, estructuras proteinicas, enzimas, coenzimas, lipidos y porfirinas),
que puedan emitir luz fluorescente en diferentes longitudes de onda .

Figura 6-2 Montaje de la técnica de espectroscopia 6ptica de fluorescencia

Tabla 6-1 Especificaciones del sistema laser de gas nitrégeno

Longitud de onda de salida: 337.1 nm

Ancho de banda: <0.1 nm

Ancho del pulso: 5 ns

Energia / pulso: >300 puJ a 15 Hz

Estabilidad pulso a pulso: <3%

Potencia pico: 60 Kw

Potencia maxima promedio: 15 mW a 50 Hz

Modulo de tintas: Sintonizable de 360 a 750 nm, segun el tipo de tinta utilizado.

Fibra Optica, a través de ella se iluminara el tejido del cuello uterino y se
recolectara la fluorescencia que escapa de la superficie del tejido, la cual es una
funcion de las propiedades de absorcién y dispersion del medio a esa longitud de
onda. Una de las sondas de fibra optica, es de diametro 220 um, con area de
contacto de aproximadamente 0.34 mm? y se compone de tres fibras para la
iluminacion y cuatro para la recoleccién de la luz en la superficie del tejido.
Ademas, se tiene otra sonda de fibra éptica, de diametro 650 um, con area de
contacto de aproximadamente 2.98 mm? y se compone de una fibra para la
iluminacién y seis para la recoleccion de la luz en la superficie del tejido.

Espectrégrafo UV/VIS con un rango de longitud de onda de 200 — 850 nm,

resoluciéon de 1.5 nm. Este equipo se compone de una rendija de entrada que
proporciona una imagen Optica rectangular, un filtro para producir bandas
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estrechas de radiacién, bloqueando efectos de segundo y tercer orden, un lente
colimador que produce un haz paralelo de radiacion, una rejilla que dispersa la
radiacion entre sus longitudes de onda individuales, un elemento que focaliza la
banda de radiacién de primer orden, en el plano del detector y un detector CCD
que mide las intensidades a estas longitudes de onda. El espectrografo trae
incluida la tarjeta de adquisicién de datos y trabaja con los sistemas operativos
Windows 98/Me/2000/XP.

Tabla 6-2 Especificaciones del espectrémetro USB2000

Dimensiones: 89.1 mm x 63.3 mm x 34.4 mm

Rango Detector: 200-1100 nm

Detector: 2048 pixeles, tamafio pixel 14 pm x 200 ym, Sony ILX511 arreglo CCD lineal
Rejilla: 14

Apertura de entrada (slit): 25 mm

Filtros: filtros instalados pasabandas y pasalargos

Longitud focal: f/4, 42 mm (entrada); 68 mm (salida)

Resolucion optica: ~0.3-10.0 nm

Sensibilidad (estimada): 400 nm — 90 fotones/cuentas
Conector fibra éptica: SMA 905 para fibra 6ptica (0.22 NA)
Velocidad de transferencia de datos: 13 milisegundos

Tiempo de integracion: 3 milisegundos a 65 segundos
Sistema operativo Windows 98/Me/2000/XP cuando se usa interfase USB

Control, se desarroll6 un modulo para controlar y sincronizar los tiempos de
integracion del espectrografo y el nimero de pulsos del laser, que permite adquirir
y almacenar la informacion espectral de fluorescencia de los diferentes tejidos
biolégicos analizados. El algoritmo computacional, para el modulo de control, fue
desarrollado en C++, el cual permite realizar 30 disparos de duracién de 1
milisegundo y con un tiempo de espera de 45 milisegundos. En cada sefial de
disparo, a través del puerto paralelo de un computador portatil, se activan al
mismo tiempo el sistema laser de gas nitrogeno y el espectrégrafo USB2000, este
ultimo se toma alrededor de 13 milisegundos para enviar a través de un puerto
USB la informacién al software de adquisicion de datos, con un tiempo de
integracién de 3 milisegundos para la recolecciéon de la informacion espectral, en
un rango de longitudes de onda de 179.54 a 875.85 nandmetros, con un paso de
0.29 nanometros. Con este sistema se obtienen 30 espectros de la informacion de
fluorescencia de cada punto de analisis de los tejidos de cuello uterino.

TN Ramanujam .Spectroscopy fluorescence in vivo, Encyclopedia of analytical chemistry. Ed.

Meyers (2000).
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7. SIMULACION DEL ESPECTRO DE FLUORESCENCIA Y
DE CELULAS BIOLOGICAS

Para tener un modelo matematico de la interaccion de la radiacidon
electromagnética con material biolégico, se debe considerar tanto los modelos
para la radiacion electromagnética como para los tejidos y las células con las que
ésta va a interactuar. Considerando que la técnica empleada para el diagnostico
de precanceres, en este trabajo, contiene elementos épticos y con el fin de lograr
una buena aproximacion desde el punto de vista tedrico, tanto para la técnica,
como la simulacién, se usa el desarrollo de un método analitico para el modelo
basado, en la ley de Beer — Lambert, del cual se obtuvo caracteristicas de los
espectros de fluorescencia en vivo, esto permitié construir la simulacién de los
espectros de la informacion de fluorescencia, desde la simulacion celular basada
en el modelo Potts para estudiar los estados de normalidad y patologia de los
tejidos de cuello uterino.

7.1 MODELAMIENTO Y SIMULACION DE LOS ESPECTROS DE
FLUORESCENCIA

En el estudio del espectro de fluorescencia de un conjunto de fluoréforos
presentes en un tejido biolégico, deben ser considerados la totalidad de los
fotones emitidos, cualquiera que sea su energia. El analisis que se presenta en
esta experiencia de investigacion, se centra en el estudio de la distribucion de
energia de los fotones emitidos, por lo tanto, es conveniente expresar la intensidad
de fluorescencia, por cada foton que absorbe el medio como una funcion de la
longitud de onda de los fotones emitidos, determinada por F,(1,) y satisface la

ecuacion 7-1,

[F, (2 WA, =@, 7-1
0
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Donde ®,es el rendimiento cuéntico de fluorescencia, F,(4, ), representa el

espectro de fluorescencia o espectro de emision, el cual refleja la distribucion de
probabilidad de las diferentes transiciones de niveles vibracionales mas bajos de
S; a los diferentes niveles vibracionales de Sy. El espectro de emision es
caracteristico de cada uno de los fluoroéforos presentes en el tejido biologico.

En la practica, la intensidad de fluorescencia 7,(4,) medida a una longitud de
onda de emisién 1, es proporcional a F,(4,) y al nimero de fotones que son
absorbidos a la longitud de onda de excitacion A,. Es conveniente reemplazar
este nimero de fotones que son absorbidos por la intensidad de absorcién 7,(4,),
que se define como la diferencia entre la intensidad de la luz incidente 7,(1,) y la

intensidad de luz transmitida 7,(4, ), es decir,

IA(AE)ZIO(/IE)_IT(/IE) 7-2

La intensidad de fluorescencia puede asi ser escrita como,
IF(ﬂE’lF):kFZ(ﬂ‘F)IA(ﬂ‘E) 7-3
El factor de proporcionalidad &, depende de varios parametros en particular de la
configuracion optica de observacion y del ancho de banda del monocromador.

Ademas, la intensidad de la luz transmitida puede ser expresada usando la ley de
Beer — Lambert como,

1.(2) = I,(4, Jexp[- 2.35(4, Jic] 7-4
Donde £(1,) es el coeficiente de absorcién molar de los fluoréforos a la longitud
de onda A, (L/mol.cm), les la longitud de la cubeta (cm) y ¢ la concentracién

(mol/L). La cantidad &(1, )ic representa la absorbancia 4(4,) a la longitud de onda
/. Esto quiere decir que 1,(4,,4,) puede expresarse como,

Ip (/15  Ap ) = kE; (/1F )10 (/15 )(1 - eXp[_ 2'3‘9(&? )lc]) 7-5
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En la practica, la medida de las variaciones en /. como una funcion de A, , para
una longitud de onda de excitacion fija, refleja las variaciones en Fl(lF) y asi

proporciona el espectro de fluorescencia. Debido a que el factor de
proporcionalidad %4 es generalmente desconocido, el valor numérico de la
intensidad 7, no tiene ningun significado, en términos generales, [, se expresa
en unidades arbitrarias. En el caso de bajas concentraciones la siguiente

expansién puede usarse, 1—exp[2.3¢lc] = 2.3¢lc — (2.3¢lc ) +...

En soluciones altamente diluidas, los términos de orden superior son
insignificantes, por lo tanto solamente se tiene en cuenta el primer término de la
expansion, entonces,

1 (g, 2 ) = Kk, (A )5 (2, X2.36(2, Jic) 7-6
Es decir,
IF(AE’ﬂ“F): 2-3kFA(;LF )IO(ZE)A(AE) 7-7

Esta relacion permite observar que la intensidad de fluorescencia es proporcional
a la concentracion, a una baja absorbancia, por lo tanto, la variacion lineal se
pierde con el aumento de la absorbancia. Es decir, cuando la concentracion de los
fluoréforos es alta, provocan efectos de filtro interior en la muestra reduciendo la
intensidad de fluorescencia, lo que puede depender de las condiciones de
observacion. En particular, los fotones emitidos a longitudes de onda
correspondientes que coinciden en los espectros de absorcion y emisién pueden
ser reabsorbidos (transferencia radiativa). Consecuentemente, cuando la
espectroscopia optica de fluorescencia es usada para evaluar cuantitativamente la
concentracién de fluoréforos, se debe tener en cuenta que la intensidad de
fluorescencia es proporcional a la concentracion solo para soluciones diluidas .

Este andlisis de la intensidad de fluorescencia se presenta con el objetivo de de
comparar con la ecuacion 3-3, capitulo 3. La intensidad de fluorescencia
representada de esta manera permite desarrollar la simulacion del espectro de
fluorescencia por medio de un modelo matematico basado en bandas gaussianas.
El espectro de fluorescencia obtenido de la simulacién, permite visualizar y
estudiar las contribuciones de cada uno de los fluoroforos presentes en los tejidos
bioldgicos.
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7.1.1 ESTRUCTURA DEL PROGRAMA

En la figura 7-1 se muestran los espectros de absorcion y emision de fluorescencia
de cada uno de los fluoréforos presentes en los tejidos de cuello uterino (colageno,
elastina, NADH vy flavinas) . Al realizar un ajuste gaussiano a cado uno de los
espectros de absorcion y emision de los fluoréforos se obtuvieron caracteristicas
como el ancho medio a la altura media (FWHM), intensidades de los picos y la
longitud de onda central, estas caracteristicas se presentan en la tabla 7-1.

Colageno
+— Elastina
NADH
«— FAD

Absorcién (u.a.)

Colageno

. ~— Elastina
NADH

«— FAD

Intensidad de emision de flucrescencia (ua)

T T
200 220 240

T
260

T T T
280 300 320

T T T
340 2360 380

Longitud de onda (nm)

1
400 300

T T
350 400

T T
450 500

Longitud de onda (nm)

T T
550 G600

Figura 7-1 espectros de absorcion y emision de los fluoréforos (colageno, elastina, NADH y FAD).

Tabla 7-1 . Caracteristicas de los picos de absorciéon y emision de cada uno de los fluoréforos
presentes en el tejido de cuello uterino obtenidas por ajuste gaussiano.

Absorcion Emisién
fluoréforos Longitud Intensidad FWHM Longitud Intensidad FWHM

de onda de onda

) (nmy | (@) )| () (om) | (@) (u) | (W) (nm)
Colageno 336.35 1 34.85 393.85 1 60.69
Elastina 352.03 1 46.40 405.48 1 73.08
NADH (pico 1) 262.61 1 25.8 474.58 1 55.42
NADH (pico 2) 345.51 0.45 54.41
Flavinas (pico 1) 260.17 1 28.77 557.44 1 65.51
Flavinas (pico 2) 387.2 0.45 112.29
Flavinas (pico 3) 457.57 0.5 100.58

Con base en los datos de la tabla 1 se obtienen los factores de contribucidon de
cada uno de los fluoréforos a la longitud de onda de excitacion (A= 337.1 nm)
(CF,,), empleando la ecuacion 7-8 y los factores de contribucién de cada uno de
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los fluoréforos a la longitud de onda de emision (A= 457.8 nm) (CF,,,) empleando

la ecuacion 7-9.
{52)
CF, =a, *e * "™ 7-8

_2[ A= ]2
— * Wim
CF,, =a, > e 7-9

k depende de cada uno de los fluoréforos (k=1-colageno, k=2-elastina, k=3-NADH
y k=4-flavinas). A partir de estos factores se halla la absorcion debida a la longitud
de onda de excitacion ( 4,), ecuacion 7-10 y a la longitud de onda emisién (4, ),

ecuacion 7-11.
4

A4, = Z(/uak *e, *CFkx) 7-10

k=1

(ﬂak *ey *Cka) 7-11

M=

A4, =

ES
Il

1

¢, representa las contribuciones de cada uno de los fluoroforos, que son variables

desconocidas dentro del modelo y que deben calcularse para aportar en el estudio
de la normalidad y la patologia de los tejidos de cuello uterino. Posteriormente se
calcula la transmisién debido a la longitud de onda de excitacion (Ty), ecuacion 7-
12 y debido a la longitud de onda de emisién (T,,), ecuacion 7-13.

T,=10" 7-12

T,=10" 7-13
A continuacion se calcula la absorbancia y la transmision totales en un rango de
longitudes de onda de 200< A< 700 nm, con un paso de aproximadamente 0.3
nm, que concuerda con la resolucion del espectrégrafo empleado en las medidas
en vivo. Con este fin se calculan los factores de contribucion como una funcién de
la longitud de onda CF,, , ecuacion 7-14.
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72(/1—% ]2
CF,=a,*e ™ 7-14
Empleando estos nuevos factores, se calculan la absorbancia, ecuacion 7-15 y la
transmitancia total, ecuacion 7-16.

4

A:Z(ﬂak*ck*CFu) 7-15
=i

T=10" 7-16

A partir de estas contribuciones se calcula la intensidad de emisién de
fluorescencia (/,) debida a cada uno de los fluoréforos presentes en los tejidos de
cuello uterino, utilizando la ecuacion 7-17:

Ay

4 -2
1,=>|T.*T*a,*e ( w" J *c¢,*CF,, |-1 7-17
=

rr
1

Siendo «,, 4,, w, las intensidad, la longitud de onda central y el FWHM de los

picos de emision de cada uno de los espectros de cada uno de los fluoréforos,
presentes en la informacidn espectral de fluorescencia obtenida de los tejidos de
cuello uterino en vivo. I es una banda de dispersion Raman del agua y es otra
variable de ajuste dentro del sistema

_z(liﬂwjz
[,=T.*T*a,*e "’ *c 7-18

rr

A

rr?

a w, Y ¢, las intensidad, la longitud de onda central, el FWHM vy la

rr

contribucion de la banda de dispersion.

En la experimentacion en vivo para obtener las variables «,, 4, wy
¢, (k=1,2,3,4) y a

para ajustar cada uno de los espectros de emision de fluorescencia obtenidos de
cada punto de andlisis de los tejidos de cuello uterino en vivo.

A., w, Y c,., se emplea el método de minimos cuadrados

)
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7.1.2 GENERALIDADES

Basados en las anteriores consideraciones se desarrolld la simulacién de los
espectros de fluorescencia a temperatura ambiente de los cuatro fluoréforos que
interactuan en solucién diluida. Se puede sugerir que los componentes de esta
solucién son los fluoréforos presentes en los tejidos bioldgicos que son estudio de
esta tesis, como son el colageno + elastina, el NADH y la FAD. La simulacion
incluye un pico de dispersion relacionado con las dispersiones de Rayleigh y
Raman, este pico esta relacionado con el disolvente (agua), el cual s6lo existe una
banda Raman observable. El pico de la dispersion Rayleigh se fija en amplitud,
pero la banda Raman varia inversamente en altura con la 42 potencia de la
longitud de onda excitacién y emisién utilizadas para la simulacién Pl La
simulacion también incluye la auto-absorcién (filtro-interior), para el efecto de haz
de excitacion y la emision de fluorescencia. Ademas de la visualizacién de la
intensidad, también se puede realizar una lectura de la absorbancia, obtenida a la
longitud de onda de excitacion, para comparar la medicién de fluorescencia con la
absorcion, y como un indicador de la presencia de auto-absorcion.

7.2 SIMULACION DE LA ORGANIZACION DE CELULAS BIOLOGICAS

En este aparte se presentan diferentes condiciones necesarias para simular el
ordenamiento celular a través del modelo celular de Potts (CPM). También se
presenta, como evolucionan las células patologicas, al favorecer estas a partir de
una energia de interaccion adecuada, hasta el punto de ser las células de mayor
presencia en la simulacién.

En agregados de 2 tipos de células biologicas disociadas se pueden exhibir
organizacién normal, organizacion parcial, engullimiento o mezcla. Se ha
demostrado que un modelo simple que incluya solo adhesién diferencial y
fluctuaciones de membrana, puede reproducir estos comportamientos . La
organizacién celular no involucra divisidn celular ni diferenciacion, solo
reorganizacion espacial de las posiciones celulares .

La adhesividad diferencial celular puede dirigir el movimiento de las células . Las
células se unen unas a otras por medio de las moléculas de adhesion distribuidas
en sus membranas y tienen una energia libre asociada con los contactos célula-
célula, los cuales se pueden crear o destruir reversiblemente durante la
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organizacion celular. La energia libre de adhesion, F(A)-F(0), es el trabajo
mecanico integrado entre el estado adherido, con area de contacto, A, y el estado
separado. La energia libre de superficie, J, entre dos superficies esta definida
como la energia libre de adhesion por unidad de area de contacto: JF/JdA, este es
equivalente al trabajo reversible requerido para incrementar la superficie en una
unidad de area. Una energia libre de superficie también puede definirse con un
medio externo, como la matriz extracelular o el medio de cultivo. A partir de las
energias libres de superficie, se pueden definir las tensiones superficiales, y.

J +J
—g —La
Yia Id 2
J
=J, —ZL
Yim M
J
Yar =Jau — @,
2 7-19

Donde las J, representan los coeficientes de acoplamiento entre dos células:

Ju=Jq: célula blanca (light) o menos cohesiva y una célula negra (dark) mas
cohesiva;

Jug: Negra-negra ;

Ji: blanca-blanca;

Jav=Jma: negra-medio (ECM);

Jm=Jmi: blanca-medio;

Junv=Jum: medio-medio.

Las tensiones de superficie representan la diferencia en energia entre interfaces
heterotipicas y homotipicas por unidad de area de membrana. Durante la
organizacion celular, las células no se mueven directamente hacia el minimo en
gradientes de energia, para alcanzar la minimizacion de la energia global, las
células y los grupos de células deben moverse a través de estados transitorios
que tienen una configuracién de energia mayor que la del estado previo. Las
células tienen que atravesar minimos locales en la energia para poder alcanzar un
minimo global ©.

Las energias de superficie determinan la irregularidad local de la energia interna y
las dinamicas, las tensiones de superficie describen las configuraciones con
energia minima absoluta, es decir los estados de equilibrio estables .. La figura 7-
1 muestra ejemplos esquematicos de cada caso tipico.
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Figura 7-2 Las tensiones superficiales determinan la configuracién de equilibrio
con minima energia global (a) Las células de un solo tipo se disocian, (b) las
células se agregan, (c) y (d) Las células de dos tipos no se agregan, (e)
configuracién de tablero de ajedrez, (f) y (g) “cell sorting” tipico (h) otro tipo de
organizacion, (i) condicion de Young.

Para un solo tipo de células en contacto con un medio, dos casos pueden ocurrir:
dispersion o cohesion, (a) y (b). Cuando yum Y m SOn negativas, las células no se
agregan, (c) y (d). Cuando yy es negativa, las células negras y blancas se mezclan
formando un patron similar a un tablero de ajedrez, (e). En la mayoria de los casos
las tensiones superficiales son positivas. El minimo de energia ocurre cuando las
células se organizan formando dos dominios homotipicos, (f)-(i). Los dos dominios
estan en contacto entre ellos y con el medio. En el caso de la Condicién de Young,
(i), las tres interfaces se encuentran a lo largo de una linea de triple contacto. Un
punto en esta linea estd sometido a fuerzas (debido a las tensiones superficiales)
mostradas en la figura 7-2 1", cuya suma se anula.

Si una de las tensiones superficiales es mayor a las suma de las otras dos, no se
puede establecer una triple interseccién y la interfaz de mayor costo energético

desaparece, (f)-(h). Si Yav > Ya* 7w, la interfaz de las células negras y el medio
desaparece, las células blancas rodean un solo dominio de células negras, un
caso tipico de organizacion celular (cell sorting) ®°. Para una organizacion celular
(cell sorting) tipica las tensiones superficiales deben cumplir Ila

relacion”av = Yt Yur | por lo tanto, las energias de superficie (segun la ecuacion 7-
9) deben cumplir °!;
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Para el caso de las células normales que se vuelven tumorales, los valores de las
energias de interaccion, J, se alteran, y puede ocurrir que las interaccion entre las
célula y el medio sean mas favorables energéticamente que las interacciones
célula-célula, es decir Jy>Jgm 0 Ji>Jdim, 10 que lleva a que las células se separen de
las otras células y penetren en el medio generando metastasis.

Las células se mueven con la ayuda de las deformaciones de membrana, las
cuales les permiten escapar de los minimos locales . La temperatura T,
corresponde a la amplitud de las fluctuaciones de membrana, por lo tanto es una
temperatura de fluctuacion efectiva y no tiene nada que ver con la temperatura del
tejido [ Las oscilaciones de membrana tienen una amplitud aproximada del 10%
del diametro celular, lo que corresponden en las simulaciones a un sitio de red .

Se ha estudiado el efecto de inhibir las fluctuaciones de membrana en la
organizacion celular por medio de experimentos y simulaciones ©. En los
experimentos se logra inhibir las deformaciones de membrana por medio de la
droga Cytochalasin B, y en las simulaciones se logra esto fijando una temperatura,
T, baja. Los estudios han demostrado que no se logra una organizacion celular
completa en ausencia de fluctuaciones.

7.2.1 MODELO MATEMATICO

Basados en las consideraciones anteriores se define la energia total de la
configuracién celular como la suma de las energias de adhesion, las restricciones
de volumen y las restricciones de superficie:

H= ZZJT(O'[/ )z(oi) %'_ 50—1/,0-,..‘/., }+ ZA(UU - I/T)2 +Zﬂl(ao' _‘AT)2

gy

7-21

También es posible usar solo un término de restriccion para el cambio de tamafio
de la célula !, entonces la ecuacion 7-10 quedaria como:

H=2"2 T oo L0, 0, J+ 240, = V1)

i i

7-22
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A partir de este modelo celular de Potts se desarrolla el programa CPM.exe,
basado en la hipdtesis de Adhesion Diferencial de Steinberg (DAH), para simular
la organizacién celular, en el cual no se tiene en cuenta otras propiedades de
conjunto como la quimiotaxis, la haptotaxis, diferenciacion celular o la
proliferacion.

7.2.2 PROGRAMA

Los algoritmos del programa se desarrollaron en lenguaje C++ en base a las
siguientes referencias: ['®'"1213 En el desarrollo del los algoritmos para el
programa CPM se definen algunos parametros !, haciendo la analogia entre los
términos del modelo de Potts y programacion orientada a objetos (OO):

e Tipo de célula (t): se considera la clase en OO. Las células del mismo tipo
tienen las mismas propiedades por ejemplo el mismo valor para los
parametros. Esta clase puede tener valores diferentes para cada instancia,
pero el conjunto de propiedades en general son las mismas.

e Red: cuadricula de nxn (dos dimensiones) o n*n*n (tres dimensiones) usada
como marco fisico del modelo.

e Sitio de Red: punto en la red, también se refiere como un pixel o un voxel
(volume pixel).

e Spin (o) o célula: en OO se refiere a la instancia u objeto de la clase. Puede
estar ocupando uno o mas puntos de red.

7.2.3 ESTRUCTURA DEL PROGRAMA

Inicializar red()

Do for n pasos Monte Carlo:

while (un sitio no tenga vecinos extrafios):
sitio=EscogerSitioDeRedAleatorio()

vecino=EscogerVecinoAleatorio(sitio)

AE=CalcularEnergiaParaEICambio(vecino, tipo(sitio))

if AE<O

cambiar(sitio, vecino)

else if aleatorio()<exp(-AE/T):  // Paso de Metropolis

cambiar(sitio, vecino)

56



7.2.4 GENERALIDADES

Se tiene una red cubica de 100*100*100, con tres tipos de células, t1={1,2,3}, el
numero de células es variable.

Las células tipo 1 corresponden a la ECM o medio, M en notaciones anteriores
(color). Las células tipo 2 corresponden a las células negras o dark (d) y las tipo 3
son las células blancas o light (/) (en la visualizacion de CPM.exe estas células se
grafican de color verde).

Los pasos Monte Carlo se definen como un multiplo entero, de la totalidad de los
sitios de red, por lo tanto el tiempo de simulacibn medido en el numero de
iteraciones del programa esta dado por: 100*100*100*MCS.

La red de la simulacion es inicialmente una red de matriz extracelular, luego se
pasan a crear las células tipo 2 y 3, en posiciones aleatorias restringidas por los
valores que introduzca el usuario.

Debido a que se esta tratando con una red cubica, la energia de superficie por
unidad de longitud de frontera depende fuertemente de la orientaciéon. La relacion
entre la mayor energia de superficie y la menor como funcién de la orientacion,
miden la anisotropia, por lo tanto, al aumentar el rango de interaccién entre
vecinos se puede reducir esta relacion entre energias ' Para reducir la
anisotropia investigadores como Upadhyaya, tienen en cuenta la interaccion con
los terceros préximos vecinos !; Knewitz reporta interaccion con cuartos proximos
vecinos " y Mombach reporta simulaciones donde se consideran interacciones
con los octavos préximos vecinos, es decir los 116 sitios adyacentes a un sitio
dado en una red cubica ['®. Por lo tanto, en CPM el rango de interaccion puede ser
escogido desde los primeros vecinos cercanos hasta los octavos vecinos
cercanos.

7.3 VISUALIZACION

La visualizacién de los resultados de la simulacién se realiza por medio del
programa CPM.m, en MATLAB, el cual permite recolectar la informacion obtenida
en la simulacién del ordenamiento celular que comprende la ubicacion espacial en
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tres dimensiones, volumen y area. Luego de la simulacién es posible visualizar el
estado inicial, el estado final y varios estados intermedios de la red. Ademas, se
simula el espectro de fluorescencia de la interaccion de la radiacion
electromagnética a una longitud de onda de 337.1 nm con las células simuladas a
través del modelo celular de Potts. En la simulacion de los espectros de
fluorescencia se tiene en cuenta que:

e Los fluoréforos NADH y FAD que se relacionan con el metabolismo celular se
ubicaron en la parte interior de las células simuladas por el modelo de Potts.

e Los fluoréforos colageno y la elastina que hacen parte de la estructura celular
se ubicaron en la parte exterior de las células simuladas por el modelo de
Potts. Ademas, se sumaron en una sola figura, por lo tanto solo se
representara con un solo pico en el espectro.

) com E]IEIE]

Interfase grafica para visualizar
Las células simuladas por el modelo celular de Potts v
La inter: ion de laradiacién electromagnetica con estas células

Red a graficar

(Ejermplos: Red_inicial.txt, Red_1MCS_final.txt o Red_final.txt )

Red 2MCS_final txt

Tipo de yraficas

Proy idn en 2 di i Proyeccidn 20 Grafica en 3 dimensiones
Grafica de una sola célula Grafica de un corte 3D

“alor inicial x (valor entre O v 1007 ]
Mimern de célula

“alor final x (valor entre 0y 1007 100
Grafica de un corte transversal Corte transversal “alor inicial v (valor entre Oy 1007 [u]

Sohre gue plano desea hacer el corle: Valor final y (valor entre 0y 100) 100

(1) ¥ E(2) KE3) XY
“alor inicial = (valor entre 0y 1007) o

“alor del corte (este valor debe estar entre 0y 1007 “alor final £ (valor entre Oy 100) 100

Figura 7-3 Interfaz grafica CPM

7.4 RESULTADOS Y DISCUSION

Usando los datos de la tabla 7-2 se logra una organizacion celular tipica luego de
20 MCS: una capa de células verdes, menos cohesivas (se relacionan con las
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células normales), rodea un solo dominio de células negras, mas cohesivas (se
relacionan con las células patoldgicas). En la figura 7-4 se presenta la evolucién
del agregado de células en tres dimensiones, sin embargo, es en la proyeccion de
ésta grafica en dos dimensiones (figura 7-5), donde se puede ver el patron de
organizacion celular y se puede observar la evolucién de estados de normalidad, a
estados de patologia, en los espectros de fluorescencia a medida que se logra la
organizacion celular, con la premisa que el agregado busca disminuir las fronteras
negra-medio y negra-verde, debido a que son mas costosas energéticamente que
las fronteras negra-negra, por lo tanto, las células negras tienen mayor presencia y
se van uniendo en un solo dominio, rodeadas por una capa de células verdes
separadas del medio: las fronteras negra-verde son mas favorables que las negra-
medio.

Tabla 7-2 Datos para la simulaciéon 1 de organizacién celular

Parametro Valor Parametro Valor
MCS 40 B=1/T 32
Volumen inicial células tipo 2 91 Numero células tipo 2 20
Volumen inicial células tipo 3 91 Numero células tipo 3 20
Volumen target células tipo 1 0 Area target células tipo 1 0
Volumen target células tipo 2 580 Area target células tipo 2 200
Volumen target células tipo 3 100 Area target células tipo 3 170
J(1,1) 16 Rango de Interaccion 3
J(2,2) 2 Regidn inicializacion de la Red 0.333
J(1,2)=J(2,1)=J(1,3)=J(3,1) 8 A=A’ para tipo 1 0
J(2,3)=J(3,2) 5 A paratipo2y 3 1
J(3,3) 7 A paratipo2y3 1

La evolucion de los estados de normalidad a estados de patologia que se
representan en los espectros de fluorescencia se debe a que las células negras
(patologicas en esta simulacion) presentan mayor cohesion, por lo tanto en areas
muy pequenas se pueden encontrar un gran numero de elementos de red, lo que
permite a la simulacion del espectro de fluorescencia, encontrar mayor informacion
o moléculas que pueden ser excitadas a la longitud de onda 337.1 nm y emitir luz
fluorescente a una determina longitud de onda que depende del tipo de moléculas.
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Figura 7-4 Organizacion celular en 3D y evolucién de los espectros de
fluorescencia. (a) Red Inicial, (b) Red en 4MCS, (c) 8 MCS, (d) 20 MCS
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(&) Proyeccion de la red inicial en 2D
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Figura 7-5 Organizacion celular en 2D. (a) Red Inicial, (b) Red en 2MCS, (c) 4
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Sin embargo, en esta simulacion las células crecen de forma descontrolada,
alcanzando volumenes muy grandes, como se muestra en la figura 7-6. El
crecimiento descontrolado de las células a pesar de las restricciones de superficie
y volumen del modelo se puede dar debido a que las células tienen un volumen
inicial muy alejado del volumen target, especialmente las células tipo 2, y de
acuerdo a la ecuacion 7-21 contribuyen con grandes fluctuaciones en las
relaciones de energiay asi se tendria un sistema muy inestable.

(a) Una =ola celula en la red inicial (b) Una sola celula en la red en 4 MCS

50 40 50 40

() Una sola celula en la red en 10 MCS

45 3 TR 1}

Figura 7-6 Evolucion de una sola célula escogida aleatoriamente, (a) célula en su
estado inicial, (b) luego de 4 MCS, (c) luego de 10 MCS, (d) configuracion final de la
célula.

7.4.1 ORGANIZACION CELULAR PARCIAL

En la figura 7-7 se muestra la evolucion de una sola célula, puede verse que la
célula aumenta su tamafio, sin salirse de los limites del crecimiento normal, el cual
llega hasta que la célula alcance el doble de su volumen target, tamafio en el cual
debe dividirse.
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() Una sola celula en la red inicial (b) Una sola celula en la red en 10 MCS

]

|80

Figura 7-7 Evolucion de una sola célula escogida aleatoriamente, (a) célula en su
estado inicial, (b) célula en su estado final

Tabla 7-3 Datos para la simulaciéon 2

Parametro Valor Parametro Valor
MCS 10 T 32
Volumen inicial células tipo 2 116 Ndmero células tipo 2 20
Volumen inicial células tipo 3 20 Numero células tipo 3 160
Volumen target células tipo 1 0 Rango de Interaccién 3
Volumen target células tipo 2 174 Region inicializacion de la Red 0.333
Volumen target células tipo 3 30 A para tipo 1 0
J(1,1) 3.2 Aparatipo2y3 1
J(2,2) 0.4 J(2,3)=J(3,2) 1.0
J(1,2)=J(2,1)=J(1,3)=J(3,1) 1.6 J(3,3) 14

Usando los valores de la tabla 7.3 y solo con restricciones para cambio de
volumen, se logra una organizacion celular parcial, lo cual se puede observar en la
figura 7-8 donde se muestra las proyecciones de la evolucion de la red hasta 10
MCS. Ademas, se presenta la evolucion de los espectros de fluorescencia. Se
puede observar como de la figura (a) a la figura (b) logra una disminucion de la
frontera negra-medio, debido a que son mas favorables energéticamente las
fronteras negra-verde y negra-negra. En la figura (d) puede verse como las células
negras buscan unirse en un solo dominio, inclusive dejando unas células verdes
en su interior.
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(a) Proyeccion de la red inicial en 2D
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Figura 7-8 Organizacién celular parcial en 2D y evolucion de los espectros de
fluorescencia. (a) Red Inicial, (b) Red en 4MCS, (c) 8 MCS, (d) 10 MCS.
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Todas estas consideraciones pueden ser observados también en la evolucion de
los espectros de fluorescencia que presentan cambios en las figuras gaussianas
de cada uno de los fluoréforos. A partir del paso 4, el agregado deja de buscar la
minimizacion de las fronteras mencionadas y no evoluciona mas hacia una
organizacion completa.

Se cree que no se logra una organizacion completa porque casi dos terceras
partes de la red estan ocupadas por matriz extracelular o células tipo 1, lo que
puede influenciar fuertemente en la energia global del agregado, llevando a que la
configuracion logre un minimo de energia del cual no le es facil salir.

7.4.2 MINIMOS LOCALES DE ENERGIA

Otra de las posibles razones de las configuraciones que se quedan atrapadas en
minimos locales, en vez de alcanzar un minimo global, puede ser el hecho de
comenzar con cierta organizacion parcial inherente. En la figura 7-9 se muestran
los resultados obtenidos a partir de los datos de la tabla 7-4.

Tabla 7-4 Datos para la simulacion 3

Parametro Valor Parametro Valor
MCS 1000 B=1/T 32
Volumen inicial células tipo 2 120 Numero células tipo 2 60
Volumen inicial células tipo 3 21 Numero células tipo 3 420
Volumen target células tipo 1 0 Area target células tipo 1 0.0
Volumen target células tipo 2 160 Area target células tipo 2 143
Volumen target células tipo 3 28 Area target células tipo 3 45
J(1,1) 16 Rango de Interaccion 3
J(2,2) 2 Regioén inicializacion de la Red 0.333
J(1,2)=4(2,1)=J(1,3)=J(3,1) 8 2=’ para tipo 1 0.005
J(2,3)=J(3,2) 5 A paratipo2y3 1
J(3,3) 7 A paratipo2y3 1

En la figura 7-9(a) se puede observar como la configuracion inicial tiene cierto
grado de ordenamiento, a pesar de haberse formado aleatoriamente.
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{a) Proyeccion de la red inicial en 2D
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Figura 7-9 Red que se “congela”, Proyecciones en 2D y evolucién de los espectros
de fluorescencia. (a) Red Inicial, (b) 10 MCS, (c) 80 MCS, (d) 1000 MCS, Red Final.

66



En la figura 9 (b), el agregado de células ha evolucionado muy poco, se han
disminuido algunas fronteras negra-medio, en esa configuracién se congela la
evolucion del ordenamiento celular y permanece sin cambios significativos hasta la
red final luego de 1000 MCS.

El ordenamiento celular de las células biolégicas simuladas aparentemente no
presenta cambios, contrario a los resultados de los espectros de fluorescencia que
en un analisis la forma de los espectros, parecen no evolucionar, pero las
contribuciones de cada uno de los fluoréforos presentes en la simulacion si
cambian. Esto quiere decir, que aunque existan pequefos cambios en los
elementos de la red de cada célula, no se visualiza una promocion del conjunto
células de estados normales a patologicos, hecho que se ve representado en cada
uno de los espectros de fluorescencia.

7.4.3 MEDIO EXTRACELULAR QUE CRECE

Cuando la energia de interaccion o adhesién entre las células tipo 1 es cero, o sea
en el medio extracelular, se ve un fendmeno muy particular, en donde las células
tipo 2 y 3 reducen su tamafio significativamente y el medio extracelular crece. En
la figura 7-11 se puede observar éste comportamiento, generado con los valores
de la tabla 7-5.

Tabla 7-5 Datos para la simulacién 4

Parametro Valor Parametro Valor
MCS 2 B=1/T 5
Volumen inicial células tipo 2 8 Numero células tipo 2 300
Volumen inicial células tipo 3 8 Numero células tipo 3 300
Volumen target células tipo 1 0 Area target células tipo 1 0.0
Volumen target células tipo 2 20 Area target células tipo 2 16
Volumen target células tipo 3 20 Area target células tipo 3 16
J(1,1) 0 Rango de Interaccién 3
J(2,2) 2 Regién inicializacion de la Red 0.5
J(1,2)=J(2,1)=J(1,3)=J(3,1) 16 A=A’ para tipo 1 0.0
J(2,3)=J(3,2) 11 A paratipo2y3 1
J(3,3) 14 A paratipo2y3 0.5
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(a) Una sola celula en la red inicial (b) Una sola celula en la red en 2 MCS

60 20 60 20

Figura 7-10 Una sola célula tipo 2 que disminuye de tamafio, (a) célula en su estado
inicial, (b) la misma célula luego de 2 MCS

En la figura 7-10 se muestra la evolucidn de una sola célula tipo 2 escogida
aleatoriamente. La célula estd compuesta inicialmente por 18 puntos de red como
se puede observar en la figura (a), luego de 2 MCS, solo esta compuesta por 4
elementos de red, figura (b).
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Figura 7-11 Células que disminuyen de tamano y evolucion de los espectros de
fluorescencia, (a) Red Inicial, (b) Red en 2 MCS.

68



De acuerdo a los resultados obtenidos, se podria concluir que se observa un
fendbmeno parecido a la apoptosis o muerte celular, donde la matriz extracelular
ECM, debido a sus caracteristicas representadas en esta simulacién, presenta una
energia de interaccién con ella misma, que limita el crecimiento de las células e
inclusive las lleva a disminuir su tamafio considerablemente.

En el anadlisis de este fendbmeno a partir de los espectros de fluorescencia, se
puede considerar que debido a que no se encuentran elementos de red, en un
numero razonable, con los que se puedan interactuar, el espectro de fluorescencia
no se produce, figura 7-11 (b). Lo cual, afirma que se hace necesario que en el
medio analizado se presenten suficientes moléculas (para esta simulacion
elementos de red) que interactuen con la radiacion electromagnética para obtener
una fluorescencia medible.

7.5 CONCLUSIONES

El programa permite al usuario tener una gran flexibilidad en el momento de
simular y de experimentar variando parametros como volumenes, areas, energia
de interaccién entre células entre otros, para obtener comportamientos celulares,
ya que se tiene un amplio rango de valores para configurar el programa. Ademas,
las variadas opciones de visualizacion y los reportes de los estados intermedios de
la red, le permiten al usuario analizar los resultados desde varios puntos de vista
tanto graficos como a nivel de informacion sobre las células y la red.

Las simulaciones donde se obtuvo una organizacion celular parcial, pueden
sugerir que todos los valores para los parametros del programa deben ser
concordantes y en los rangos permitidos por el programa en el momento de
simular las células bioldgicas, es decir, el usuario debe disponer de todos y cada
uno de los valores para los parametros en la configuracién inicial y adaptados
adecuadamente en el programa.

Se pudo comprobar la evolucién de la no enfermedad a la enfermedad de los
tejidos biologicos a traves del analisis de los espectros de fluorescencia de las
células simuladas. En cada uno de los casos en donde se presentaron cambios 0
evoluciones de estados normales a estados patolégicos, se representd los
cambios en las contribuciones de cada uno de los fluoréforos presentes en el
analisis, que de acuerdo a la literatura, en la evolucién de la normalidad a la
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patologia se presenta debido a las contribuciones de colageno-elastina
disminuyen y aumentan las del NADH.

En los resultados obtenidos en la simulacion 4 se encontré que por medio de los
valores para la energia de interaccion de la matriz extracelular con ella misma, se
puede controlar indirectamente el crecimiento y/o muerte de las células. Evento
que también se representa en los espectros de fluorescencia.
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8. PROCESAMIENTO DIGITAL DE LA INFORMACION
ESPECTRAL DE FLUORESCENCIA

La metodologia para el analisis de las alteraciones de los estados bioquimicos y
morfologicos de los tejidos del cuello uterino en vivo y ex vivo, se basa en el
desarrollo de un algoritmo computacional para el procesamiento digital de la
informacion espectral de fluorescencia. Este procesamiento digital se compone de
los siguientes pasos:

Intensidad de fluorescencia {u

4

2 ! ! I I )
350 400 450 500 550 600
& [nm]

Figura 8-1 Promediado conjunto de la informacion espectral de fluorescencia

Paso 1: Adquisicion. La informacion espectral de fluorescencia de cada punto de
analisis de cada una de las pacientes es adquirida y registrada individualmente en
archivos de texto.

Después de tener esta informacién espectral guardada como archivo de texto a
través de los disparos consecutivos, se leen en MatLab, para generar una matriz
de datos en donde se guarda la informacion de las mediciones tomadas por
paciente. La matriz de datos tiene un numero de columnas igual al numero de
puntos de medida multiplicado por treinta mas una columna que contiene la
informacién de las longitudes de onda, que servira de referencia para las otras
columnas que representan la intensidad de la medida de fluorescencia. Ademas,
tiene 2048 filas que representan el rango de longitudes de onda desde 179.54 nm
a 875.85 nm con un paso de 0.29 nm.
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De esta manera queda un archivo que contiene las mediciones de todos los
puntos de una paciente.

Paso 2: Promediado conjunto. Con el objetivo de asegurar la medida de la
informacién espectral de fluorescencia de los tejidos biolégicos en cada uno de los
puntos de analisis, se tomaron 30 espectros, de los cuales se eliminan los 3
primeros y los 3 ultimos, quedando un total de 24 espectros, los cuales son
promediados, figura 8-1.

El promediado conjunto de los espectros. Sucesivas series de datos almacenados
en memoria como matrices, se recogen y se suman punto por punto, los datos se
promedian dividiendo la suma para cada punto por el numero de barridos
realizados, para aumentar de forma eficaz la relacion sefal/ruido.

Para comprender por qué el promediado conjunto aumenta de forma eficaz la
relacion senal/ruido, se realizan n medidas repetidas de S y se calcula el valor
medio de la sefial mediante la ecuacién 8-1

>
S — i=1

X

8-1
n

Donde Sj, i= 1,2, 3...n son las medidas individuales de la sefial, incluyendo el ruido.
En cada medida el ruido es, por tanto, Sy - S;. Si se elevan al cuadrado y se suman
las desviaciones de la sefial con respecto de la media, S, y se divide entre el
numero de medidas n, se obtiene el ruido cuadratico medio que viene dado por la
ecuacion 8-2

Z(Sx - Si)
Ruido cuadratico medio = =

n

El ruido cuadratico medio se denomina normalmente a la varianza de la seial, y el
ruido eficaz, o rms, es su desviacion estandar, la cual viene dada por la ecuacion
8-3

Ruido eficaz= 8-3
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La relacion sefial/ruido para la medida es el valor medio de la sefal dividido por su
desviacion estandar, ecuacion 8-4.

Si se multiplica en la ecuacion 8-4 el numerador y el denominador por n se obtiene,

S N

R n

Z(Sx _Si)

i=1

8-4

8-5

La dltima expresion muestra que la relacion sefial/ruido es proporcional a la raiz

cuadrada del numero de datos recogidos para determinar el promediado conjunto.

Paso 3: Filtrado. Cuando se esta tomando la informacion espectral de
fluorescencia de los tejidos biolégicos a través de la espectroscopia Optica de
fluorescencia, se esta filtrando analogamente las senales espectrales de segundo
y tercer orden, por medio de un filtro de absorcion y de un espejo focalizador, los
cuales estan instalado en la parte interna del espectrégrafo. Ademas, la
informacién espectral de fluorescencia promediada, se filtra por medio de un filtro
digital FIR (Respuesta de Impulso Finito), filtro de Savitzky-Golay, el cual opera
directamente en el dominio de la distancia, y tiene la ventaja que minimiza el error
cuadratico al ajustar con un polinomio los datos [15].

Figura 8-2 Espectro filtrado a través del filtro Savitzky-Golay de octavo orden, 30 puntos
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El método de Savitzky-Golay, consiste en que cada dato promediado es sustituido
por una combinacion lineal de este y puntos cercanos. Para cada punto
promediado (f;), se ajusta un polinomio por minimos cuadrados a los puntos n, +
ng +1 y luego se obtiene g;, ecuacion 8-6, como el valor del polinomio en la
posicion i. Al moverse a la posicion i+71 se realiza otro ajuste por minimos
cuadrados para obtener un nuevo polinomio, y asi sucesivamente.

np

gi = Z Cn “Jitn 8-6

n=-n;

Donde n; es el numero de puntos a la izquierda del dato /i, mientras que ng es el
numero de puntos a la derecha. Los coeficientes ¢, dependen del ancho de la
ventana (2m+1, m=30).
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Figura 8-3 Ajuste de la informacién espectral de fluorescencia

Paso 4: Ajuste de los espectros. Cada espectro promediado y filtrado es
ajustado por medio de un modelo matematico desarrollado en esta tesis doctoral,
el cual permite simular el espectro caracteristico de fluorescencia, ecuacion 7-8, a
través de cada una de las bandas gaussianas que representan las contribuciones
de los fluoréforos en los procesos de absorcion, excitacion, emision y transmision
presentados en el desarrollo del modelo matematico. El ajuste se desarrolla a
través del método no lineal de los minimos cuadrados para extraer un conjunto de
caracteristicas de la informacién espectral de fluorescencia como las intensidades
de fluorescencia, los anchos medios, longitudes de onda centrales, las
contribuciones, entre otras, de cada uno de los diferentes fluoréforos endégenos
(como colageno, elastina, NADH y Flavinas) presentes en los tejidos de cuello
uterino. Este procedimiento se realiza por cada punto de analisis obtenido de las
medidas de la informacion espectral de fluorescencia en el tejido de cuello uterino.
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Después de realizar un ajuste, por un método grafico, se calcula el coeficiente de
correlacion R y R?, que son la medida normalizada de la relacién de las variables
representativas del espectro promediado vy filtrado, con el espectro ajustado. A
partir de estos valores se descartan los espectros de los puntos de analisis cuyo
indice de correlacién este por debajo de 0.9. Si, ningun punto de analisis pasa la
condicion, no se procesa esta informacion y se muestra una ventana diciendo que
ningun punto de la paciente ha superado el ajuste y se termina el proceso, si en
cambio, existen puntos de analisis que superan el umbral de 0.9, se indica cuales
puntos no superaron el ajuste y se continua el proceso.

Debido a que los modelos no lineales son mas dificiles de ajustar que los modelos
lineales, se requiere un acercamiento iterativo que comienza con una estimacion
inicial, para cada coeficiente, produciéndose un ajuste de la curva para el conjunto
de coeficientes actuales y el ajuste, lo cual responde al valor de, ecuacioén 8-7:

y=f(X,5) 8-7

Donde y es un vector de repuesta de n*1, fes una funcion de By X, 8 es un vector
de coeficientes de m*1, X es la matriz disefiada para el modelo de n*m. Se ajustan
los coeficientes y se determina si el ajuste mejora utilizando el algoritmo de
Gauss-Newton, que asume los valores residuales cercanos a cero e itera el
proceso volviendo a producir un nuevo ajuste de la curva hasta que se alcancen
los criterios de convergencia especificados por la ecuacién 3-6.
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Figura 8-4 Contribucién representada en bandas Gaussianas de cada uno de los fluoréforos
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La primer banda gaussiana se atribuye a la informacion proporcionada por
dispersion (Raman y/o Rayleigh) del agua, por tal motivo se la restamos al ajuste
obtenido. De esta forma se analiza la informacion espectral obtenida a tiempo,
ofreciéndose un diagndstico de normalidad o patologia a los tejidos de cuelo
uterino.

Normalidad
Patologia

Intensidad de fluorescencia (u.a.)

T T
320 400 480 560 640
Longitud de onda (nm)

Figura 8-5 Espectros caracteristicos de fluorescencia de normalidad y patologia

Mahadevan et al, (1993) muestran en la figura 8-6, la informacion espectral de
fluorescencia a longitudes de onda de 330 nm y 350 nm, se observan diferencias
entre tejidos normales (curvas en area superior) y tejidos con patologia (curvas en
la zona inferior), alli especifican las del VPH, Inflamacion y NIC; estas curvas son
similares a las encontradas en nuestra investigacion, trabajadas en una longitud
de onda intermedia (337.1 nm) a las referenciadas [".

a1 0 1 |
l PMorral |
o 0.08 ] o 0.08 | NOoRMAL
“ 2 |
S 5 |
2 o006 2 .06 t [l
2 ]
E D.o4 |y ik % .04 |11 [ INFL |
ﬁ I i el § | | » Mo
E | A E | | S
Ha | R W o iy 002 | | S e | |
I-"r Mt i v ey Ill
/ i 1 P T
gless.l.. | f i ._ D:....I....................-.......'._.Z....
340 390 A40 490 540 540 380 400 450 500 550 600 &850 2 FOD
Emission Wavelength(nm) Emission Wawvalangthi{nm}

Figura 8-6 Informacion espectral de fluorescencia a longitudes de onda de 330 nm y 350 nm
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Paso 5: Andlisis de Componentes Principales. Después de extraer las
caracteristicas de la sefal ajustada, se procede a identificar las variables mas
relevantes por medio del analisis de componentes principales PCA, que tiene por
objetivo principal reducir la dimension de un conjunto de variables, conservando la
mayor cantidad de informacion que sea posible. Esto se logra mediante la
transformacion a un nuevo conjunto de variables las cuales son no
correlacionadas y se ordenan de modo tal que unas pocas (las primeras) retengan
la mayor cantidad de variacion presente en el conjunto original de variables. Esto
con el fin de hacer el trabajo mas facil para el clasificador.

Tenemos la matriz de datos X, la cual contiene todas las caracteristicas de la
senal. Se busca la posibilidad de representar adecuadamente la informacion, con
un numero menor de variables que son construidas como combinaciones lineales
de las originales. La matriz de datos X es de dimension n*36 (n filas que
representan el numero de pacientes (individuos) analizados y 36 columnas que
son las variables)

En primer lugar como las variables tienen unidades o escalas de medida distintas,
porque las caracteristicas son de diferentes tipos; buscar la maximizacién de la
varianza puede generar ambigliedades cuando se modifica la escala de medida
de una variable cualquiera, por ejemplo, pasar de medir una longitud de onda de la
sefal a un area de la sefal, tiene efectos directos sobre la varianza de la variable
medida, lo cual se refleja en el peso que representan los valores propios, y por
consiguiente, sus respectivos vectores propios. Por tal razén, se estandariza las
variables antes de calcular las componentes, haciendo que las magnitudes de los
valores numéricos para las variables de la matriz de datos X sean similares.
Luego se centraliza la matriz de caracteristicas X, para esto se obtiene la media
de cada columna (variable), luego se resta la media a cada componente dentro de
esa columna; es decir que cada variable(columna) tenga media cero. Después se
halla la matriz de covarianza dada por la ecuacién 8-8.

SZEXTX

n 8-8

Se calcula los valores propios A, de S, el numero de valores propios es igual al

rango de S . Ordenamos los valores propios de mayor a menor. Se encuentran los
vectores propios U, de acuerdo a los valores propios, ecuacion 8-9.
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pk 8-9

Con los vectores propios se encuentran las componentes principales.

p
¢ =2tk =L p
=1 8-10

Definimos asi p nuevas variable principales, combinaciones lineales de las p
variables centradas y llamadas componentes principales, ecuacion 8-11.

P
(cik = Zu_ikyi/,k =1,...,p,i=1,...,n)
=1

8-11

Al sacar la media de la matriz de componentes principales se verifica que es cero,
se analizo que las varianzas de la matriz de componentes principales son los
eigenvalores de la matriz de covarianza de los datos originales y las covarianzas
de las componentes es igual a cero, dicho de otra forma las componentes
principales son centradas, no correlacionadas y sus varianzas son los vectores
propios.

Grafica de los eigenvalores
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Figura 8-7 Gréfica de los eigenvalores

La matriz de componentes principales hallada tiene las mismas dimensiones que
la matriz original, pero con diferentes propiedades estadisticas. Como el objetivo
de PCA es reducir el numero de variables de analisis, por tanto, se seleccionan los
primeros componentes hasta alcanzar un valor fijo a priori de varianza acumulada,
por ejemplo el 80%, el 90% 6 el 100%, para determinar qué y cuantos
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componentes principales se deben usar en la nueva representacion de los datos.
Se realiza un grafico de los valores propios ordenados contra su respectiva
posicion ordinal. A través de esta regla, se seleccionan las componentes
asociadas a valores propios superiores a una cota, la cual suele establecerse
como la varianza media, que es 1, entonces se selecciona los valores propios
mayores que la unidad. Por ejemplo, de acuerdo al criterio de la varianza media,
en la anterior representacion, figura 8-7, se seleccionaron 7 componentes
principales. Al hacer una representacién de los individuos sobre el primer plano
principal se obtiene la siguiente grafica.
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Figura 8-8 Graficas de la representacion de los individuos en el primer plano principal

Se puede ver como se separan los individuos en dos grupos (cluster), mostrando
una separabilidad que es de gran utilidad al momento de trabajar con un
clasificador.
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9. APLICACION DE LA TECNICA DE ESPECTROSCOPIA
OPTICA DE FLUORESCENCIA EN EL SOPORTE AL
DIAGNOSTICO MEDICO DE PRECANCERES DE
TEJIDOS BIOLOGICOS

En el estudio de los tejidos bioldgicos la medida de fluorescencia depende de: a)
la concentracion de los fluoroforos y de su distribucion dentro del tejido; b) el
ambiente bioquimico y biofisico en el que estan presentes los fluordforos, el cual
altera su rendimiento cuantico y su tiempo de vida; c) la absorcion y dispersion
que resulta de la concentracion y distribucién de la no fluorescencia absorbida y
dispersada dentro de las diferentes capas del tejido. Todos los efectos anteriores
son causa de las variaciones de los espectros de fluorescencia y dependen de la
longitud de onda de excitacion.

Evidencias en investigaciones cientificas sugieren que la técnica EOF puede ser
usada para discriminar la normalidad y patologia de los tejidos de cuello uterino.
Los fluoréforos potenciales que contribuyen en la fluorescencia de estos tejidos,
son identificados en la literatura como colageno, elastina, NADH y FAD. El
resultado de los analisis bioquimicos, indica que la contribucién absoluta de la
fluorescencia debida al colageno decrece y la contribucion del NADH se
incrementa, cuando el tejido progresa de normalidad a patologia.

9.1 ESTUDIO DE PRECANCERES EN TEJIDOS DE CUELLO UTERINO
EN VIVO A TRAVES DE LA TECNICA DE ESPECTROSCOPIA
OPTICA DE FLUORESCENCIA

El cuello uterino estd compuesto por tejido fibroso, vascular, muscular y elastico y
posee dos clases de epitelios: escamoso y columnar. El contraste de la luz
fluorescente del tejido epitelial escamoso estratificado, en lesiones preneoplasicas
y cancer depende de la profundidad de la lesion [ siendo ésta determinante en
todos los analisis de espectroscopia oOptica de fluorescencia, problema que se
controla y soluciona con una distribucion apropiada de las fibras 6pticas o sondas
que envian la radiacion de excitacion y recogen la emision de fluorescencia. En el
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cuello uterino la espectroscopia Optica de fluorescencia puede registrar la
presencia y contribucion de los fluoréforos endégenos como elastina, NADH, FAD
y colageno. Las diferencias de los espectros entre los tejidos patologicos vy
normales son atribuidas basicamente al incremento del NADH y a la reduccion en
la concentracién del colageno. NADH se encuentra en las células epiteliales y se
asocia al metabolismo celular, el colageno es un componente estructural de la
matriz extracelular. En el analisis de fluorescencia debe tenerse en cuenta que el
tejido del cuello uterino presenta cambios no patolégicos asociados con la
variacién hormonal del ciclo menstrual, embarazo o menopausia. Algunos estudios
muestran que el NADH y el FAD no tienen cambios significativos con la edad lo
que si ocurre con el colageno?.

9.1.1 METODOLOGIA

Se desarrollé un estudio sobre el uso de la espectroscopia 6ptica de fluorescencia
en el analisis de precanceres de tejidos de cuello uterino, de tipo descriptivo,
exploratorio en mujeres que asistieron a la consulta con citologia previa normal o
anormal. Inicialmente fueron 104 pacientes y por criterios de inclusion y exclusion
quedaron 79, revisadas en diferentes unidades de la red de Patologia Cervical y
Colposcopia del Departamento de Caldas, las cuales fueron Aguadas, Palestina,
Arauca y la unidad central de Manizales correspondientes a nivel | de complejidad.
Dado que el numero de muestras no fue suficiente, el grupo investigador planted
que el estudio debe ser considerado como prueba piloto.

Para el ingreso al estudio, se les diligencié el consentimiento informado, y el
registro de la informacion se consigno en la hoja precodificada de la historia clinica
de la red, los hallazgos clinicos de la colposcopia se registraron, asi como el
reporte de citologia, el reporte de biopsias y el de espectroscopia Optica de
fluorescencia. Dichos formularios fueron aplicados por los diferentes integrantes
del equipo de investigacion y a cada paciente se les asigné un numero
consecutivo (codigo) con el fin de organizar la base de datos.

A las pacientes se les aplico la técnica de espectroscopia optica de fluorescencia
en cuatro puntos correspondientes a las 12, 3, 6 y 9 convencién horaria, figura 9-1;
las colposcopias fueron realizadas por el ginecdlogo investigador y tres
colposcopistas que apoyaron el trabajo de campo, los hallazgos fueron registrados
por cada médico en la historia clinica; las biopsias fueron tomadas por los médicos
colposcopistas y analizadas por la médica patologa investigadora.
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Figura 9-1 Imagen de los puntos de andlisis en el tejido de cuello uterino

La informacién espectral obtenida por la técnica de Espectroscopia Optica de
Fluorescencia fue analizada mediante el calculo de variables cuantitativas
relevantes; las cuales permitieron hacer una mejor discriminacién de los datos
para poder clasificar los grupos de normalidad y patologia. Estas variables
cuantitativas son: anchos medios, concentraciones e intensidades de cada uno de
los fluordforos (Colageno, Elastina, NADH y flavinas) y célculo del indice de
correlacion entre los datos filtrados y ajustados en el caso de fluorescencia.

Finalmente se compararon los datos de los 4 métodos diagnosticos: de la
citologia, de la colposcopia y de la espectroscopia optica de fluorescencia
comparandolas con la biopsia, que fue la prueba de oro para evidenciar la
capacidad de discriminacién que tienen las diferentes técnicas en cuanto a la
definicion de los conceptos de normalidad y de patologia de los tejidos analizados
en el estudio, ademas se considero la edad y la procedencia como un referente de
la poblacién.

9.1.2 RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 9-1 Informacion pacientes analizadas por los diferentes métodos

RESULTADOS CITOLOGIA COLPOSCOPIA BIOPSIA FLUORESCENCIA
PATOLOGICA 39 (49.4%) 37 (46.8%) 48 (60.8%) 169 (53.5%)
NORMAL 26 (32.9%) 42 (53.1%) 22 (27.8%) 139 (44%)

SIN DATO 14 (17.7%) 0 9 (11.4%) 8 (2.5%)

TOTAL 79 79 79 316

En la tabla 9-1 se observa cdmo a través de las diferentes técnicas se identifica la
normalidad y la patologia en las pacientes analizadas, las técnicas utilizadas en el
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100% de las pacientes fueron la colposcopia y la fluorescencia, esta ultima se
informa sobre un total de 316 mediciones que corresponden a 4 puntos por
paciente. Los analisis mostrados en el grafico 8-5 se realizaron con 331 espectros,
por razones de exclusion de pacientes de la muestra, de manera que en estas
tablas se presentan el analisis de 79 mujeres con un promedio de 4 espectros por
paciente para un total de 316 mediciones.

9.1.2.1 SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD

Con el objetivo de realizar un primer acercamiento al calculo de sensibilidad y
especificidad de la prueba (fluorescencia) el grupo investigador realiza el calculo
de estos valores los cuales se presentan a continuacion:

Los resultados de la tabla 9-2 muestran una correlacién en 31 pacientes en
cuanto a la identificacion del estado patoldgico por citologia y fluorescencia, sin
embargo en cuanto a la identificacion de normalidad no es tan evidente al cruzar
las dos técnicas.

Tabla 9-2 Fluorescencia vs. Citologia

FLUORESCENCIA

CITOLOGIA PATOLOGICA NORMAL TOTAL
PATOLOGICA 31 (83.8%) 6(16.2%) 37
NORMAL 21(80.8%) 5(19.2%) 26
TOTAL 52 11 63

Al analizar el total de pacientes diagnosticados por citologia como patoldgicas (37
pacientes), el 83.8% fueron identificados también como patoldgicas a través de la
fluorescencia.

Se resalta cdmo el 80.8% de los resultados que fueron dados a través de citologia
como normales, la técnica de fluorescencia los identifica como patolégicos, lo
anterior puede sugerir que la técnica de fluorescencia dado que identifica cambios
bioquimicos, podria identificar de manera temprana, cambios que no son notorios
en la morfologia celular, la cual es evaluada a través de la citologia.
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Tabla 9-3 Estudio de la capacidad predictiva de una prueba diagnéstica fluorescencia /citologia

95 % I.C.

Limite inferior Limite superior
Prevalencia de la enfermedad 58,73% 45,64% 70,76%
Pacientes correctamente diagnosticados 57,14% 44,09% 69,32%
Sensibilidad 83,78% 67,32% 93,23%
Especificidad 19,23% 7,31% 39,98%
Valor predictivo positivo 59,62% 45,13% 72,69%
Valor predictivo negativo 45,45% 18,14% 75,44%

La relacion entre la colposcopia y la fluorescencia resultd precisa y coincidente en
cuanto a patologia y normalidad en 29 y 33 pacientes que corresponde al 80.5%
del total de pacientes respectivamente en cada categoria.

Tabla 9-4 Fluorescencia vs. Colposcopia

FLUORESCENCIA .
COLPOSCOPIA PATOLOGICA | NORMAL TOTAL
PATOLOGICA 29(80.5%) 7(19.5%) 36
NORMAL 8(19.5%) 33(80.5%) 41
TOTAL 37 40 77

Tabla 9-5 Estudio de la capacidad predictiva de una prueba diagnéstica fluorescencia / colposcopia

95 % I.C.
Limite inferior Limite superior
Prevalencia de la enfermedad 46,75% 35,42% 58,41%
Pacientes correctamente diagnosticados 80,52% 69,60% 88,34%
Sensibilidad 80,56% 63,43% 91,20%
Especificidad 80,49% 64,63% 90,63%
Valor predictivo positivo 78,38% 61,34% 89,58%
Valor predictivo negativo 82,50% 66,64% 92,11%
Tabla 9-6 Fluorescencia vs. Biopsia
BIOPSIA FLUORESCENCIA PATOLOGICA NORMAL TOTAL
PATOLOGICA 38 (64.4%) 21(35.6%) 59
NORMAL 9(42.9) 12(57.1%) 21
TOTAL 47 33 80

Al comparar la biopsia con

la fluorescencia se encuentra que 38 pacientes
coinciden en el diagnostico de patologia y 12 pacientes en el diagnostico de
normalidad en ambas técnicas.
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En cuanto a los resultados de normalidad dados a través de la biopsia y la
colposcopia, nétese en las dos tablas anteriores, cdmo continuan presentandose
en menor proporciéon casos identificados como patolégicos a través de la
fluorescencia, lo cual esta mas a favor de la hipdtesis planteada de que la
fluorescencia, puede identificar cambios bioquimicos tempranos de los tejidos de
una forma mas precisa, o que no pueden hacer las otras técnicas, que evaluan
cambios morfolédgicos y estructurales que se presentan mas tardiamente, por tanto
el uso de la fluorescencia como método diagnéstico beneficiaria a la paciente en
cuanto a posibilidades de intervencién mas temprana.

En las tablas 9-2, 9-4 y 9-6 se observa como al comparar la sensibilidad y la
especificidad de la prueba (Fluorescencia) con la Citologia, colposcopia y biopsia,
la sensibilidad resulta ser mejor con la citologia y la colposcopia, quedando con un
menor porcentaje al compararlo con la biopsia. Al respecto es importante resaltar
como la sensibilidad ha sido definida como la posibilidad de una prueba para
clasificar correctamente a un individuo enfermo, o la capacidad de la prueba para
detectar la enfermedad. En este sentido se recuerda que el nimero de muestras
en este caso se determina como un factor condicionante de estos resultados.

Tabla 9-7 Estudio de la capacidad predictiva de una prueba diagnéstica fluorescencia/biopsia

95 % I.C.

Limite inferior Limite superior
Prevalencia de la enfermedad 73,75% 62,52% 82,67%
Pacientes correctamente diagnosticados 62,50% 50,92% 72,87%
Sensibilidad 64,41% 50,80% 76,13%
Especificidad 57,14% 34,44% 77,41%
Valor predictivo positivo 80,85% 66,27% 90,35%
Valor predictivo negativo 36,36% 20,96% 54,86%

En relacion a la especificidad, ésta resulté ser mas alta al compararla con los
resultados de la colposcopia, en segundo lugar con los de la biopsia y el resultado
mas bajo resultd ser con el de la citologia. Es importante recordar que la
especificidad es la capacidad de la prueba para detectar a los tejidos sanos, que al
compararla con los resultados de la Biopsia o Gold Standard resulté ser de 57,1%.

Si se tiene en cuenta lo que significa el valor predictivo positivo, probabilidad de
padecer la enfermedad si se tiene un resultado positivo en el test, este valor en la
fluorescencia resulté ser mas alto al compararlo con la biopsia, en segundo lugar
con la colposcopia y en ultimo lugar con la citologia; de igual manera el valor
predictivo negativo resultdé mas bajo en la comparacién con los resultados de la
biopsia.
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9.1.2.2 CORRELACION DE RESULTADOS ENTRE LAS DIFERENTES

TECNICAS

Tabla 9-8 Colposcopia vs. Citologia

CITOLOGIA

COLPOSCOPIA PATOLOGICA NORMAL TOTAL
PATOLOGICA 16 (48.5%) 17(51.5%) 33
NORMAL 23(71.9%) 9(28.12%) 32
TOTAL 47 33 65

Nétese en la tabla anterior, como en relacion a la identificacion de patologia existe
concordancia en 16 pacientes (48.5%) entre el resultado dado por citologia y
Colposcopia y en relacién a la normalidad hay concordancia en 9 pacientes
(28.12%). Es bueno aclarar que muchas de las citologias realizadas en la red de
patologia cervical y Colposcopia del departamento de Caldas, son realizadas
unicamente en endocérvix, debido a la experiencia obtenida a través de la

evaluacién colposcopica que se realiza de rutina en el exoceérvix.

En la tabla 9-9 se observa cémo al cruzar colposcopia y biopsia existe una
concordancia mayor que en el cruce con la citologia, no solo en identificacion de

patologia 34 pacientes (94.4%), sino también en normalidad 21 pacientes (60%).

Tabla 9-9 Colposcopia vs. Biopsia

BIOPSIA )
COLPOSCOPIA PATOLOGICA NORMAL TOTAL
PATOLOGICA 34 (94.4%) 2(9.55%) 36
NORMAL 14(40%) 21(60%) 35
TOTAL 48 23 71

Los anteriores datos sugieren y confirman lo descrito en la literatura por Disaia-
Creasman P!, la cual plantea cdmo en el diagndstico de patologia a nivel cervical

es mas concordante, cuando se usan las técnicas de biopsia y colposcopia.
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9.1.3 CONCLUSIONES

Se desarroll6 la técnica de la espectroscopia optica de fluorescencia a través de la
implementaciéon de hardware y software que permitieron obtener informacion
espectral de los tejidos del cuello uterino, para ofrecer soporte al diagndstico
médico y manejo de neoplasias.

Se obtuvieron diferentes patrones de la informacion espectral de fluorescencia
basados en la acumulacion de gran numero de datos de las areas analizadas en el
cuello uterino, al correlacionar los espectros obtenidos con los resultados de las
citologias, colposcopias y las biopsias (prueba de oro para el diagndstico), de
manera que se caracterizaron las curvas como patoldgicas y normales.

Se analiz6 el pico de NADH y su relacion con el pico colageno y elastina. En los
tejidos normales la relacion NADH/ colageno-elastina es menor que en los tejidos
patoldgicos.

Si bien se siguio un protocolo estricto en cuanto a los sitios de toma de la sefial en
el cuello uterino, las mediciones fueron realizadas por 4 médicos colposcopistas
con diferente nivel de entrenamiento, lo que conlleva a subjetividad, esto dificultd
lograr uniformidad en el reporte de diagndstico colposcépico, ademas en la
presion aplicada a la sonda para obtener la sefial espectral de fluorescencia del
tejido; la toma de la biopsia puede no coincidir exactamente con el sitio de
obtencion de la sefal espectral, ademas en la lectura anatomo-patoldgica de las
muestras se evaluan varios cortes a 7 um y los sitios evaluados no
necesariamente coinciden con el punto preciso de la informacion espectral.

El numero de la muestra no permitié obtener cifras de sensibilidad y especificidad
estadisticamente significativas pero la evidencia obtenida hasta el momento
muestra cémo al parecer la técnica de espectroscopia Optica de fluorescencia
podria ser sensible y especifica en el diagndstico de lesiones intraepiteliales, el
proceso investigativo debe continuar para confirmar ésta hipétesis.

De acuerdo a los resultados y a la hipdtesis planteada de que la fluorescencia,
puede identificar cambios bioquimicos de los tejidos de una forma mas precisa y
mas temprana, lo que no pueden hacer las otras técnicas, que evaluan cambios
morfoldgicos y estructurales que se presentan mas tardiamente, por tanto el uso
de la fluorescencia como método diagndstico beneficiaria a la paciente en cuanto
a posibilidades de intervencién en fases iniciales.
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9.1.4 RECOMENDACIONES

Se propone continuar con el desarrollo de la espectroscopia O6ptica de
fluorescencia como herramienta sensible, especifica y no invasiva, para el
diagnéstico de las lesiones del cuello uterino, para ello, se propone una siguiente
etapa en el desarrollo de una investigacion prospectiva, disefiada y controlada a
doble ciego en pacientes con NIC | y NICII/NICIII, para determinar la sensibilidad y
especificidad de la espectroscopia Optica de fluorescencia, frente al estudio
anatomo-patolégico siendo esta la prueba de oro; esta herramienta, ha sido
probada por cientificos de varios centros del mundo, no solo en patologia del
cuello uterino, sino también en patologia de piel, orofaringe y tubo gastro-
intestinal.

El proyecto de investigacién sobre espectroscopia optica de fluorescencia debe
continuar con estudios disefiados y controlados, con el objeto de descentralizar el
conocimiento y esta tecnologia debe ser utilizada en los grandes municipios,
donde esta funcionando la red de patologia cervical y colposcopia. Para esto es
necesario obtener una técnica de espectroscopia Optica de fluorescencia mas
avanzada, que funcione en la unidad central de patologia cervical y colposcopia de
la Universidad de Caldas, que sirva como apoyo en el diagnéstico de otras
neoplasias del organismo humano.

El desarrollo y la aplicacion de la espectroscopia Optica de fluorescencia puede
plantearse como una tecnologia portable, no invasiva, mas sensible, de mayor
especificidad y de menor costo que la histologia, para el diagndstico y orientacion
del tratamiento en precanceres de varios érganos del cuerpo humano.

9.2 ESTUDIO DE PRECANCERES EN BIOPSIAS DE MAMA A TRAVES
DE LA TECNICA DE ESPECTROSCOPIA OPTICA DE
FLUORESCENCIA

Como complemento a las experiencias investigativas y con la finalidad de probar
la sensibilidad de la técnica de espectroscopia 6ptica de fluorescencia, en esta
experiencia investigativa se presenta el analisis de la informacién espectral de
fluorescencia obtenida de muestras de biopsias de tejido mamario preservadas en
una disolucion acuosa al 10% (formol), mediante la técnica de espectroscopia
Optica de fluorescencia, en el rango de 360 a 760 nm, la cual permite detectar los
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cambios bioquimicos, que presentan los tejidos de mama en estado normal y
patoldgico. La informacion espectral se analizé6 extrayendo las caracteristicas
presentes en los espectros tales como anchos medios, concentraciones e
intensidades de cada uno de los fluoréforos (Colageno, Elastina, NADH vy
Flavinas) presentes en el tejido mamario. Luego a este estudio, se realizo un
analisis estadistico, el cual permitié obtener medidas de tendencia central que
permitieron identificar las diferencias mas significativas que presentan los
fluoréforos en tejidos de mama normal y en presencia de algun tipo de lesion.

En Colombia, durante el afio 2001 se diagnosticaron 4.389 casos nuevos de
cancer en el Instituto Nacional de Cancerologia, 333 casos mas que en el afo
2000, lo que representé un incremento de 8,2% en relacion con el afio anterior,
siendo el cuello uterino, la mama, la piel y el estbmago las cinco zonas de
localizacién anatémica mas frecuentes . El cancer de mama es la causa de
muerte de aproximadamente 1.700 mujeres cada afio, constituyendo la segunda
neoplasia maligna mas frecuente en las mujeres, lo que la convierte en un
problema de salud publica que va en aumento en los ultimos 20 afios .

Ante este incremento y teniendo en cuenta que el éxito del tratamiento del cancer
corresponde a una deteccion temprana de la enfermedad, se ha hecho necesario
la busqueda de estrategias que logren reducir este tipo de problemas, surgiendo
soluciones como la de implementar nuevas técnicas de deteccidén de pre-cancer
que al ser comparadas con procedimientos comunes permitan realizar un
diagndstico mas agil y oportuno, disminuyendo el tiempo entre los procesos de
diagnostico y de intervencion Pl Es por esto que la técnica de Espectroscopia
Optica de Fluorescencia se ha empleado como una herramienta de soporte al
diagnostico de lesiones precancerosas en diferentes érganos del cuerpo humano,
incluyendo la glandula mamaria.

Algunos grupos han utilizado la técnica de espectroscopia 6ptica de fluorescencia
para discriminar entre tejidos de mama normales y malignos. Alfano y
colaboradores ! usando una fuente de excitacién de 300 nm, calcularon la
relacion de intensidad de fluorescencia a 340 nm y 440 nm, desde tejidos de
mama normales, benignos y malignos. Obteniendo, en sus resultados una
relacion de intensidad para las muestras cancerosas, superior a los valores
hallados para las muestras de tejido benigno y maligno.

Por otra parte, Gupta y su grupo de trabajo [l adquirieron el espectro de emision
de fluorescencia desde muestras de tejido mamario normal, benigno y canceroso
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usando como fuente de excitacion un laser de gas N, de 337 nm, encontrando que
el espectro promedio de cada muestra se caracterizo por presentar tres picos a
390, 430 y 520 nm, predominando este ultimo en las muestras cancerosas. Estas
bandas de fluorescencia, se asociaron a fluoréforos como proteinas estructurales
(Colageno, Elastina), coenzimas (NADH) y Flavinas. En otros estudios realizados,
se caracterizd la informacion espectral de fluorescencia de tejidos de mama
normal y maligno a diferentes longitudes de onda de excitacion en el rango de
300 nm a 460 nm, encontrandose que estas longitudes permiten caracterizar
fluoréforos como colageno, NADH y FAD [,

9.2.1 METODOLOGIA

Esta prueba piloto del estudio de la informacion de fluorescencia de muestras de
biopsias de mama, se realizé sobre muestras de tejido mamario, suministradas por
el Instituto Caldense de Patologia y provenientes de mujeres que presentaron
anormalidades en el examen mamografico. Una vez obtenidas de la paciente las
muestras de tejido, se preservaron en una disolucién acuosa al 10 % (formol), y se
estudiaron en estas los estados de normalidad o patologia a través de la
histopatologia y de la técnica de Espectroscopia Optica de Fluorescencia.

Para realizar las medidas de fluorescencia, se ilumino el tejido mamario con un
laser de gas nitrogeno de 337.1 nm a través de una sonda de fibra Optica, esta
presenta un arreglo de siete fibras, seis para la recoleccion de la informaciéon de
fluorescencia y una para iluminar la superficie del tejido mamario. La informacién
espectral obtenida, se registré en el intervalo que va desde los 179 nm hasta los
900 nm, por medio de un espectrégrafo USB 2000, el cual se compone de un
elemento de dispersion que se encarga de separar la luz, emitida por el tejido a las
respectivas longitudes de onda y de un detector que mide las intensidades a estas
longitudes de onda. Por ultimo, se uso un software desarrollado por el Grupo de
Magnetismo y Materiales Avanzados de la Universidad Nacional-Sede Manizales,
el cual controla el funcionamiento del equipo de fluorescencia y registra la
informacién espectral obtenida por la técnica a través de algoritmos (uno para el
analisis de la informacion espectral de fluorescencia y otro para el sistema de
disparo, que controla y sincroniza los tiempos de integracién del espectrografo y
los pulsos del laser). El algoritmo encargado de analizar la informacién espectral
de fluorescencia promedia, filtra, ajusta, segmenta y ademas, caracteriza los
datos obtenidos utilizando una solucién numeérica de la ecuacion de Beer-Lambert
para medios turbios, ecuacidén 1. Los parametros caracteristicos de la medida de
fluorescencia de estos tejidos son intensidad normalizada, longitud de onda,
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anchos medios, composicion, background, y coeficiente de correlacion entre otros,
para cada uno de los fluoroforos (Colageno, Elastina, NADH y FAD) presentes en
el tejido.

9.2.2 RESULTADOS

En la Figura 1 se presenta un esquema alusivo a la manera como se adquirio la
informacién espectral de fluorescencia en muestras de tejido mamario, las cuales
presentaban una forma de cubo con dimensiones 5 mm de espesor y un area de
la cara superior de 1cm?. Las medidas de fluorescencia, se realizaron solo en la
cara superior de la muestra, posicionandose la sonda de fibra 6ptica en nueve
diferentes puntos de la superficie del tejido mamario, medidos de izquierda a
derecha e iniciando en la parte superior de la cara. Los espectros obtenidos por la
técnica de espectroscopia dptica de fluorescencia fueron seleccionados estimando
un valor para el coeficiente de correlacion mayor al 90 % después de ser
analizados y otros simplemente fueron excluidos del estudio porque presentaban
artificios en el perfil espectral, hecho que pudo presentarse por la presencia de luz
parasita proveniente de las lamparas de mercurio, presentes en el lugar donde se
realizaron las medidas de fluorescencia. La figura 9-2, muestra los resultados de la
medida de fluorescencia en la superficie del tejido mamario, que evidencia los
espectros de fluorescencia de los tejidos patologicos respecto a los tejidos
normales. Esta clasificacion se apoy6 en diagnosticos histopatoldgicos.

Punto 1,1
- Punto 1,2
] Punto 1,3
4 Punto 2,1
1 Punto 2,2
1 Pt Punto 2,3
1 N AN — Punto 3,1
1 =l \ Punto 3,2

Punto 3,3

Intensidad de fluorescencia (u.a.)
o

T hd T . T v T b T b T
350 400 450 500 550 600
Longitud de onda (nm)

Figura 9-2 Informacion espectral de fluorescencia de muestras de biopsias
de mama
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El andlisis estadistico que presenta en la tabla 9-10 sugiere que valores de las
caracteristicas como la media de la intensidad y de las contribuciones relativas de
cada uno de los fluoréforos son estadisticamente significativos, esto permite una
discriminacién entre los grupos de normalidad y patologia. La media de las
muestras patologicas, presenta una intensidad para el Colageno, Elastina y
NADH (0.97, 0.96 y 0.97) mayor a los valores encontrados para el grupo de
normalidad (0.95, 0.24 y 0.80). De igual forma, el parametro de concentracion,
evidencia valores de la media para los mismos tres fluoréforos mayor en el grupo
patologico (33.13, 38.23 y 53.49), comparado con en el grupo de normalidad (6.11,
5.13y 17.17).

Tabla 9-10 Analisis Estadistico de la informacion espectral de fluorescencia en biopsia de mama

MEDIA SD MEDIANA
PARAMETROS
N P N P N P
Colageno 0,95 0,97 0,04 0,02 0,97 0,98
] ) Elastina 0,24 0,96 0,41 0,08 0,06 0,98
Intensidad normalizada
NADH 0,80 0,97 0,04 0,05 0,82 0,99
Flavinas 0,85 0,70 0,17 0,31 0,89 0,75
Colageno 378,79 387,95 4,80 1,36 380,12 388,22
. Elastina 410,20 433,77 32,64 1,68 410,96 433,58
Longitud de onda
NADH 437,69 477,03 1,57 15,52 | 437,11 477,95
Flavinas 470,74 533,80 2,32 37,72 | 471,46 537,82
Colageno 34,03 35,83 8,55 2,81 36,96 34,88
FWHM Elastina 54,68 34,54 36,15 | 10,62 55,14 32,86
NADH 21,80 54,19 1,04 10,93 21,65 53,39
Flavinas 68,45 40,75 10,52 | 15,92 69,21 39,28
Colageno 6,11 33,13 3,68 10,92 4,69 32,53
) ) Elastina 5,13 38,23 6,96 17,92 2,89 40,56
Contribuciones
NADH 17,17 53,49 6,05 17,12 15,34 53,01
Flavinas 26,25 21,08 3,57 18,23 25,57 16,02
Background 6,60 8,62 0,37 0,77 6,70 8,71
Coeficiente de Correlacion 0,99 0,99

Las diferencias encontradas en los valores de la media para el parametro de la
longitud de onda de emision para los fluor6foros como Colageno, Elastina y NADH
en el grupo patolégico (387.95, 433.77 y 477.03) y normal (378.79, 410.20 y
477.03), puede darse por la presencia de centros dispersores dentro del tejido,
siendo este corrimiento mucho mayor para la Elastina y NADH. La dispersién en
los tejidos bioldgicos se asocia principalmente a la presencia de organelas
celulares. Por otra parte, se tiene un valor para la media de las flavinas (533,80)
mayor en el grupo patolégico comparado con el grupo normal (470,74), lo cual se
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debe a que esta molécula presenta una amplia banda de emisién de fluorescencia
desde los 460 a 520 nm.

De acuerdo a los analisis histopatolégicos de las biopsias de mama y a los
resultados obtenidos a través de la espectroscopia Optica de fluorescencia, se
sugiere que la forma de los espectros de fluorescencia para tejido normal y tejido
patolégico encontrados en este estudio son los que se pueden observar en la
figura 9-3. Se presenta dos indices tanto para la normalidad como para la
patologia, esto se debe a la presencia de la luz parasita de las lamparas de
mercurio, y sugiere que aunque exista otra perturbacion externa, no se presenta
modificacion en la informacién espectral de fluorescencia.
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Figura 9-3 Informacién espectral de fluorescencia normal y patoldgica

9.2.3 CONCLUSIONES

En este estudio se analizé la informacion espectral de fluorescencia obtenida de
las biopsias de tejido mamario con el fin de identificar las caracteristicas mas
significativas en el estudio de los fluoroforos presentes en estos tejidos. Se
observdé que las moléculas como colageno, elastina y NADH juegan un rol
importante en el analisis de los estados de patologia y normalidad de los tejidos
mamarios, debido a que estos presentan valores relevantes en el analisis
estadistico, lo cual concuerda con resultados similares reportados en la literatura.
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10. PROPUESTA DE METODOLOGIA PARA EL SOPORTE
AL DIAGNOSTICO MEDICO EN VIVO DE
PRECANCERES DE TEJIDOS DE CUELLO UTERINO

De acuerdo a cada uno de los resultados obtenidos, en las diferentes experiencias
investigativas, relacionadas con el analisis de los tejidos bioldgicos a través de la
espectroscopia oOptica de fluorescencia, basados en el procesamiento digital, de la
informacién espectral de fluorescencia, permitieron visualizar el potencial que
ofrece esta técnica en la caracterizacion de estados de normalidad y patologia de
los tejidos del cuello uterino. Estas consideraciones y cada uno de los resultados
desde la simulacion, hasta la aplicacion permiten PLANTEAR una nueva
Metodologia para el soporte en el diagndéstico médico de patologias de
tejidos de cuello uterino, basada en las técnicas de espectroscopia 6ptica de
fluorescencia, procesamiento digital de la informacion espectral de
fluorescencia y el procesamiento digital de las imagenes obtenidas por
colposcopia, figura 10-1.

TEJIDO SAND

COLPOSEORIA PRIOGESHIETO BIGTAL D2 Mif6EES
GETENIRAS POR GOLPOSCOPLA

CUELLO UTERING

i

TEJIDD CANCEROSD

4

ESPECTROSCOPIA OPTICA - PROGESAMIENTO BIGTAL BB LA
DE [FLUORESCENCIA R'IF@@B'] ESPECTRALL

Especiros de E:e:o::= _
absorcién : “_~_ »
‘%J

F|gura 10-1 Metodologia para el diagndstico de precanceres de cuello uterino
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Esta metodologia propone a los profesionales de la salud, que al ingresar
pacientes que a su criterio requieran el analisis de colposcopia, que adquiera una
0 varias imagenes. Estas imagenes seran procesadas inmediatamente, para
obtener las regiones patoldgicas y sanas, y se realice como paso seguido un
andlisis a través de la espectroscopia oOptica de fluorescencia, con el fin de
confirmar el estado de estas regiones obtenidas. El diagnéstico final estara
soportado por el resultado de las tres técnicas: la colposcopia, el procesamiento
de la informacidn espectral obtenida por la técnica de espectroscopia optica de
fluorescencia y por el procesamiento digital de las imagenes de cuello uterino.

Se plantea que esta metodologia de diagndstico permita tener mayor sensibilidad,
especificidad, confiabilidad y reproducibilidad que las técnicas convencionales
para el analisis de los tejidos bioldgicos, disminuir el tiempo en el proceso de
diagnostico y ofrecer a las pacientes tratamiento oportuno, minimizando asi los
costos en la deteccion temprana de precanceres de los tejidos de cuello uterino, y
buscando llegar de esta forma a mucha mas poblacién, beneficiando a un mayor
nuamero de mujeres en forma asertiva.

10.1PROCESAMIENTO DIGITAL DE IMAGENES DE TEJIDO CUELLO
UTERINO OBTENIDAS POR COLPOSCOPIA

Como una herramienta complementaria del estudio de los tejidos de cuello uterino
en vivo, se realizd una investigacion tipo experimental sobre el procesamiento
digital de imagenes obtenidas por colposcopia de los tejidos de cuello uterino.

La colposcopia es un examen visual especializado del cérvix, la vagina, y de los
labios vaginales externos o la vulva. Este examen es empleado para evaluar
pacientes con citologias o prueba de Papanicolaou anormales. Y requiere de un
instrumento llamado colposcopio el cual ayuda a identificar cambios, muchas
veces leves, en el cérvix y la vagina "2, Los resultados del examen colposcdpico
se clasifica en tres grupos: (a) Hallazgos colposcépicos normales: Epitelio
escamoso original, epitelio columnar o cilindrico y zona de transformacion tipica.
(b) Hallazgos colposcopicos anormales: Zona de re-epitelizaciéon atipica, zona de
transformacion atipica, epitelio acetoblanco, leucoplasia, punteado de base,
mosaico, vasos atipicos y sospecha de carcinoma francamente invasivo y (c)
Hallazgos colposcoépicos no directamente relacionados con malignidad: cambios
inflamatorios, cambios distréficos, entre otros.
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Se puede decir que la colposcopia es satisfactoria cuando se observan los limites
de la zona de transformacién en toda su extension, y no satisfactoria Cuando no
se visualiza totalmente la zona de transformacion (union escamo-columnar) o si
sélo se visualiza una parte &,

El area de procesamiento y analisis de imagenes digitales posee la ventaja de
tener una amplia gama de aplicaciones en diferentes sectores, que involucran
desde la academia y la ingenieria hasta la industria y la medicina, donde la
obtencion de informacion, a partir de imagenes permite ofrecer soporte a las
decisiones con base en modelos de patrones establecidos desde las mismas. Esto
implica la realizacion de pruebas para lograr un procedimiento idoneo que permita
caracterizar las imagenes de los tejidos de cuello uterino, para determinar los
rasgos que establezcan diferencias en el momento de hacer una clasificacion
entre normalidad y patologia .

En este trabajo se presentan los resultados de la aplicacion de la técnica de
procesamiento y analisis digital de imagenes obtenidas por el método de
colposcopia, como recurso para la clasificacion de normalidad y patologia de los
tejidos del cuello uterino.

10.2METODOLOGIA

Adquirir la imagen colposcoépica del cuello uterino

v

Segmentacion aplicando K-means

v

Caracterizacion

v
| Andlisis PCA |
v

| Clasificacion (normalidad y/o patologia) |

Figura 10-2 Diagrama de flujo de la metodologia usada

Es prueba piloto de caracter investigativo — exploratorio presenta la segmentacién
de las imagenes colposcopicas de cuello uterino usando, el algoritmo K-means,
que separa la imagen obtenida en 4 Cluster’s, y luego muestran los resultados de
la extraccién de las caracteristicas seleccionadas como relevantes para el analisis,
posteriormente, se realiza el Analisis de Componentes Principales (PCA) usando
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las matrices de correlacion, y asi obtener las componentes principales que
representaran mejor el conjunto de datos original y por ultimo presenta los
resultados de la clasificacion de los tejidos en normalidad y patologia.

En la primera etapa del proceso mostrado en la figura 10-3, se adquiere la imagen
del cuello uterino en formato JPG, esta es redimensionada a un tamafo de 256
filas por 250 columnas, la siguiente etapa de la metodologia es la segmentacion
en donde se obtienen las zonas de importancia por medio de la aplicacion del
algoritmo de agrupacion K-means. En el espacio de color cartesiano Lab, se
obtienen 4 cluster’s con las diferentes zonas interés en el estudio: fondo, zonas de
iluminacion no uniforme, tejido de cuello uterino normal y tejido cuello uterino
patoldgico, segun el analisis médico. Para este caso en particular, se escogieron
automaticamente a través del algoritmo de K-means 4 medias, es decir, se
agrupan en 4 cluster’s, los pixeles que presentan caracteristicas similares, ver
figura 10-4.

Leer Imagen RGB
v

Conversién al modelo L*A*B

v

Busqueda de caracteristicas similares
usando K-means.

v

Separacion en 4 cluster’s las
caracteristicas similares

Figura 10-3 Algoritmo utilizado para la segmentacién de la zona de transformacion

Después de obtener los 4 clusters de cada imagen, se procede a caracterizar
cada uno de ellos, para esto se seleccionaron caracteristicas dentro de las cuales
se encuentran la varianza, desviacion estandar, media y contraste. Cada una se
obtiene por medio de ventanas de 8 filas por 10 columnas que recorren cada
cluster, siendo guardada cada caracteristica en una matriz individual.

Antes de realizar el analisis por PCA, se obtiene la matriz observaciones/variables,
en la cual las filas (observaciones) son cada ventana de 8*10 que recorre cada
cluster y las columnas (variables) son todas las caracteristicas extraidas
anteriormente. La siguiente fase consiste en la aplicacion del analisis de
componentes principales (PCA), usando las matrices de correlacion aplicadas a la
matriz observaciones - variables anteriormente obtenidas, encontrandose los
eigen-valores y eigen-vectores correspondientes, y seleccionando los eigen-
valores mayores a 1y su respectivo eigen-vector, porque estos valores explican la
mayor varianza del conjunto original. Finalmente se multiplican los eigen-vectores
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escogidos, por la matriz observaciones -variables, para poder realizar el analisis
de comportamiento de cada componente principal frente a los datos originales.

10.3RESULTADOS Y ANALISIS

En la segmentacion se agrupd en 4 cluster’s, los pixeles que presentaban
caracteristicas similares en la imagen y haciendo uso de la distancia Euclidiana en
el algoritmo K-means, como distancia de busqueda, se obtienen 4 centroides con
las siguientes posiciones:

Tabla 10-1 Centroides figura 10-4

Centroides Posicién x Posicion y
Cluster 1 177.3731 166.5111
Cluster 2 157.2111 141.1539
Cluster 3 137.8379 134.0579
Cluster 4 164.2141 147.9911

Figura 10-4 Proceso de segmentacion. a) Imagen original en RGB. b) Endocervix.
¢) Tejido normal. d) Tejido patolégico. e) Zonas de iluminaciéon no uniforme

En el proceso de segmentacion en algunas de las imagenes procesadas, se
observd que en el cluster en el cual quedaban agrupadas las zonas con
iluminaciéon no uniforme, también existian zonas consideradas portadoras de
patologias. Esto se debe a que las regiones con falta de compensacion de
iluminacion, afectan en gran medida estas zonas y al momento de hacer la
separacion en los 4 cluster’s, la media del cluster de iluminacién no uniforme se
centra en estas regiones, afectando asi, la seleccion optima de las tonalidades,
trayendo consigo perdida de informacion. Las imagenes que presentan problemas
de iluminacién no uniforme se procesaron sin tener en cuenta la informacion que
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no se podia recuperar en condiciones Optimas y por lo tanto estas zonas se
excluyeron del analisis aplicado al cluster.

Tabla 10-2 Centroides figura 10-5

Centroides Posicion x Posicion y
Cluster 1 171.0042 146.1944
Cluster 2 135.2538 129.4687
Cluster 3 160.2251 138.5710
Cluster 4 177.4163 153.7808

Figura 10-5 Proceso de segmentacion. a) Imagen original en RGB. b) Endocervix.
c) Tejido Normal. d) Tejido anormal. €) Zonas de iluminacién no uniforme. Fuente:
Manual para la deteccién visual de neoplasias cervicales

Para cada cluster’s segmentado fue aplicado un muestreo por ventanas de 8*10,
en las cuales para cada posicion i,j, existia una ventana M , de la cual se extraian
las caracteristicas como medias, desviacién estandar, entropia, varianzas y
homogeneidad. Estas caracteristicas sugirieron una separabilidad entre el tejido
considerado normal, el tejido considerado patolédgico, el endocervix y las zonas de
iluminacion no uniforme. Se observé como las medias mas altas, son de las zonas
de iluminacion no uniformes, debido a que la media de tonalidad tiende a ser
cercana a un valor de 255 en escalas de grises, y la mas baja, la presentaba el
endocervix. Estos resultados permitieron diferenciar entre los cluster’s, zonas
consideradas con patologias y normales. Por otro lado analizando las entropias se
observd que las mas bajas las presentan las zonas consideradas como
patologicas. Estos dos criterios permitieron analizar y etiquetar los 4 cluster’s
segmentados, con el fin que el analisis PCA solo sea realizado a los dos cluster’s
de interés y asi ahorrar tiempo computacional y hacer mas eficiente el proceso. A
continuacion se presentan los resultados del etiquetamiento en las figuras 6 y 7
usando los criterios anteriormente expuestos.
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Figura 10-6 Imagen original. Cluster etiquetado como Normal. Cluster etiquetado
como patoldgico.

Figura 10-7 Imagen o'riginal. Cluster etiquetado como Normal. Cluster etiquetado
como patoldgico.

El criterio de clasificacion usado, fue el promedio de las medias del total de la base
de datos, presentando resultados muy satisfactorios en la discriminacion de las
zonas consideradas como patoldgicas. Fue escogida esta caracteristica debido a
que presentd mayor relevancia visual con respecto a las otras cuatro. En las
figuras 10-8, 10-9, 10-10 y 10-11 se presentan algunos de los resultados de la
clasificacion de las imagenes obtenidas por colposcopia de tejido cuello uterino. La
zona seleccionada como patologia esta marcada con un color naranja:

Figura 10-8 Imagen Original e Imagen clasificada

Figura 10-9 Imagen Original e Imagen clasificada
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Figura 10-11 Imagen Original e Imagen clasificada

10.4CONCLUSIONES

El uso de modelos de color distintos del RGB, permiten tener una independencia
de los dispositivos con los que sean capturadas las imagenes, siendo el modelo
Lab, una buena herramienta para la segmentacion de estas imagenes.

Se comprobd que el algoritmo de agrupacion K-means, funciona de una manera
eficiente, en cuanto al proceso de segmentacién de los 4 cluster’s de interés,
siendo este aplicado a la imagen convertida al modelo de color Lab con una
distancia de busqueda Euclidiana.

Las condiciones de iluminacién en la toma de las imagenes por colposcopia

afectan en gran medida el proceso de segmentacion, ya que dificultan la
extraccion de las zonas con alguna patologia.
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CONCLUSIONES GENERALES

Se desarrolld la técnica de espectroscopia optica de fluorescencia a través de la
implementaciéon de un hardware y software, que permitieron obtener informacion
espectral de los tejidos bioldgicos.

Se determinaron caracteristicas discriminantes a través del procesamiento digital
de la informacion espectral de fluorescencia, de los tejidos de cuello uterino y
mama, que permitieron plantear metodologias para ofrecer soporte en el
diagndstico médico de precanceres.

Se desarrollaron algoritmos computacionales para el procesamiento digital de la
informacién espectral de fluorescencia, con el objeto de ofrecer soporte al
diagndstico médico en vivo, en el manejo de los precanceres de los tejidos de
cuello uterino.

Se comprobd6 a través de la simulacion, la evolucion de la no enfermedad a la
enfermedad de los tejidos bioldgicos, a través del analisis de los espectros de
fluorescencia de las células obtenidas por el modelo celular de Potts. En los casos
en donde se presentaron cambios o evoluciones de estados normales, a estados
patoldgicos, se logro representar los cambios en las contribuciones de cada uno
de los fluoréforos presentes en el analisis, acercandose a lo expuesto en la
literatura.

Se planteé una metodologia para el soporte en el diagndstico médico en vivo de
precanceres de cuello uterino, basada en la técnica de espectroscopia optica de
fluorescencia, procesamiento digital de la informacion espectral de fluorescencia y
del procesamiento digital de imagenes de cuello uterino obtenidas por
colposcopia.

De acuerdo a los resultados y a la hipotesis planteada, que la fluorescencia, puede
identificar cambios bioquimicos de los tejidos, de una forma mas precisa y estados
mas tempranos (lo que no pueden hacer las otras técnicas, que evalian cambios
morfologicos y estructurales que se presentan mas tardiamente), el uso de la
fluorescencia como meétodo diagndstico beneficiaria a la paciente en las
posibilidades de intervencion en fases iniciales.
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TRABAJOS CONCLUIDOS

1. Implementacion de la técnica de espectroscopia Optica de fluorescencia para el
diagnostico de precanceres de cuello uterino.

2. Uso de la técnica EOF para el diagnostico de precanceres de cuello uterino.

3. Modelo matematico y simulacion del espectro de fluorescencia en sistemas
bioldgicos.

4. Correlacion de las técnicas EIE y EOF para el diagndstico de precanceres de
cuello uterino.

5. Deteccion automatica de anomalias celulares en muestras de biopsia. (Articulo
en revision, Revista Ingenieria y Ciencia - ISSN 1794-9165).

6. Soporte al diagndstico médico de precanceres de cuello uterino a través del
uso del tratamiento digital de imagenes obtenidas por colposcopia. (Articulo en
revision, Revista Colombiana de Fisica - ISSN 0120-2650).

7. Estudio de precanceres en biopsias de mama a través de la técnica de
espectroscopia Optica de fluorescencia. (Articulo en revision, Revista
Colombiana de Fisica - ISSN 0120-2650).

8. Mathematical model for analyzing the fluorescence emission of biological

tissue. (Articulo en revisién, Revista Computer Methods and Programs in
Biomedicine — ELSEVIER - ISSN: 0169-2607).

104



CONTRIBUCIONES

1. Se desarrolld e se implementd la técnica de espectroscopia optica de
fluorescencia.

2. Se desarrollaron diferentes algoritmos, para el procesamiento digital de la
informacion espectral de fluorescencia y de las imagenes de los tejidos de
cuello uterino.

3. Se logré simular los espectros de fluorescencia que representan la interaccion
de la radiacién electromagnética con tejidos bioldgicos.

4. Se simulé ordenamiento celular y promocion de estados de normalidad a
patologia de conjuntos de células biolégicas a través del modelo celular de
Potts.

5. Se desarrollé y aplicé una metodologia para el soporte al diagndstico médico
de precanceres de cuello uterino y mama, basada en la técnica de
espectroscopia optica de fluorescencia.

6. Se plante6 una metodologia para el soporte en el diagndstico médico de
precanceres de cuello uterino, basada en las técnicas de espectroscopia optica
de fluorescencia, procesamiento digital de la informacion espectral de
fluorescencia y del procesamiento digital de imagenes de cuello uterino
obtenidas por colposcopia.
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PROYECCIONES

1.

Continuar con el estudio y mejoramiento del modelo matematico utilizado para
simular, como herramienta de analisis de los espectros de fluorescencia de
tejidos bioldgicos.

Usar la técnica de espectroscopia optica de fluorescencia en otros tipos de
tejidos biolégicos, como el tejido mamario.

Desarrollar a través de un software libre los algoritmos computacionales, para
el procesamiento digital de la informacion espectral de fluorescencia, de las
imagenes obtenidas por colposcopia y de las imagenes de muestras de
biopsia.

Realizar nuevas experiencias investigativas, con el objeto de incrementar la
relacion costo — beneficio, del uso de la técnica de espectroscopia optica de
fluorescencia en el soporte en el diagndstico médico de precanceres.
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