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RESUMEN: La espectroscopia y la
irradiacion en los rangos del Ultravioleta
visible (UVvis) al Infrarrojo cercano (NIR),
son herramientas importantes en las
investigaciones mas recientes, sobre
de tejidos biolégicos (Banavath, H.N.,
et al., 2018, pp. 35-40). Por una parte,
las propiedades Opticas de los tejidos
dependen de la energia de los fotones
y de acuerdo con el rango espectral y de
la dosis de irradiacion, la aplicacion de
energia luminosa sobre tejidos bioldgicos
puede conducir a diferentes aplicaciones
tanto en las ciencias bioldégicas como en las
de la salud (Hopkins, S.L., et al., 2016, pp.
644-653). Para llevar a cabo experimentos
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que permitan estudiar la interaccion luz-
materia, se realizé un montaje experimental
flexible para caracterizar las fuentes de luz
utilizables y también realizar mediciones de
Reflectancia (colimadas) asi como estudios
de Fluorescencia en tejidos biologicos
utilizando fuentes de luz halégenas, LASER
(405nm, 532nm y 650nm) y diodos emisores
de luz LED (380nm, 395nm, 518nm, 590nm
y 640nm). El montaje experimental utiliza
laseres de facil consecucion y un sistema
optico que permite preparar el haz de luz
y enfocarlo sobre la muestra en estudio.
La respuesta fenomenologica se mide
con un fotébmetro de celda de Silicio y las
medidas espectrales se realizan con mini
espectrometros en montajes de fibra Optica.
PALABRAS-CLAVE: Biofoténica, LASER,
LED, Espectroscopia, Tejidos biologicos.

INTRODUCCION

La espectroscopia es una rama
de la dptica que nos permite estudiar la
interaccion entre la radiacion y la materia.
métodos

Entre los espectroscopicos

que mas se usan esta la radiacion
electromagnética de la cual hace parte el

espectro visible en el rango de 380nm a
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780nm. (Wallace, M.B., et al., 2009, pp. 233—242).

Estos espectros permiten determinar la composicion atbmica y molecular de un
material y en este caso de un tejido biologico y, en funcion de las caracteristicas de la luz
empleada, podemos generar aplicaciones terapéuticas sobre células anormales irradiadas.
(Dominguez, A., et al., 2009, pp. 21-28).

Los efectos biolégicos vy fisioldégicos se estudian controlando la irradiacién sobre el
crecimiento de tejidos biologicos usando métodos estandar de reflectancia, fluorescencia
y mediante la observacion microscopica de los cambios morfolégicos de las células.
(Gheewala, T., Skwor, T., & Munirathinam, G. 2018, pp. 130-137).

La luz reflejada por un material es un tipo de interaccién de la radiacién con la
materia que se define como el retorno de la radiacion electromagnética por el material
sobre el que incide, ocurre en el mismo medio que el haz incidente y depende del cociente
entre la intensidad de la luz reflejada y la incidente. (Abebe T., 2010, pp. 8-9).

La fluorescencia es un tipo de emisién de la radiacion electromagnética que se
produce cuando particulas excitadas (atomos, iones, moléculas) se relajan y pasan a niveles
de energia inferiores cediendo el exceso de energia en forma de fotones. Esta radiaciéon
emitida tiene longitud de onda mas larga que la radiacion que origind la fluorescencia.
(Pérez, A., et.al. (2006). pp. 487-508).

La caracterizacion 6ptica en tejidos biolégicos hace parte de los estudios previos
para la aplicaciéon en este caso de la terapia Optica que, promete una nueva revolucién en el
campo investigativo, de acuerdo con las propiedades de las fuentes empleadas con buena
resolucidn espacio temporal, selectividad de acuerdo con su longitud de onda, especificidad
y direccionalidad. (Glicksman, M. A. (2018), 1060—1065).

Los efectos 6pticos de reflectancia y fluorescencia producidos o inducidos por
irradiacion con LASER se miden de los espectros de las muestras irradiadas (Dario, H.,
2008, pp. 2-5). Por ejemplo, se realizd el estudio de los efectos de la radiacion Optica de
diferentes longitudes de onda, y de luz casi monocromatica producida por LASER sobre
Alas de mariposa de la especie Heliconius Sara para comprobar el disefio, ensamblaje y
puesta en marcha del montaje experimental construido para medicién en tejido bioldgico.
(Sedano, RE., Calero, H., 2021, pp. 374-384).

Este montaje experimental, construido, ensamblado y caracterizado para medicion
espectroscdpica en tejidos bioldgicos, se usara sobre cultivos de células leucémicas.

METODO

La metodologia implementada para el disefio, caracterizacién éptica y puesta en
marcha del montaje experimental, controla ciertos factores como la potencia optica, la
longitud de onda de las fuentes de luz LASER Y LED empleadas, la intensidad de luz que
recibe el tejido y el tiempo de exposicion al que seré expuesto. Es decir, la dosis de luz que
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incidira sobre el tejido biolégico (Neira, R., et al., 2006, pp. 117-127).

Para estudiar experimentalmente la interaccion luz — materia, se realiz6 el disefio
de un montaje como se puede apreciar en el Esquema 1, caracterizando las fuentes de
emisién de luz, midiendo la Reflectancia y Fluorescencia en tejidos biologicos. (Solarte, E.,
et al. 2006, pp. 29- 37).

Generador de lunciones

LASER
o
H LED

Fibra optica

Lente de acople

Ly Lente divergente
5 Muestra

Soporte de muestra
—
rﬂ Procesador de datos

Foltometro

Espectrofotémetro

Esquema 1. Montaje experimental para caracterizacion optica en tejidos bioldgicos

Se ensamblé el montaje experimental con fuentes de luz tales como: LASER de
405nm (azul), 532nm (verde) y 650nm (rojo), y un conjunto de LEDs de 380nm, 395nm,
518nm, 590nm y 640nm. (Solarte, E., et al., pp. 5-10).

Ademas, se incluyd un generador de funciones que envia una sefial de onda a la
fuente de luz para activarla durante ciertos periodos de tiempo, también un sistema 6ptico
comprendido por una lente acopladora entre la fuente y la fibra o sonda de reflectancia, en
dependencia del estudio; lo que permitié guiar el haz de luz, divergir este haz con ayuda de
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una lente y que interactuara con la muestra. (Solarte, E., et al., 2010, pp. 1-6)

La respuesta se midi6 con un fotobmetro de celda de Si, que permitié traducir la
sefial de respuesta Optica en una sefal eléctrica, con lo cual, se pudo cuantificar la energia
que absorbi6 el tejido. (Solarte E., et al., 2009, pp. 138-141). Se observd por medio del
osciloscopio la sefal en Voltios del fotbmetro en funcién del tiempo y se registrd el tiempo
en que el pulso estuvo prendido y apagado. (Wallace, M.B., et al., 2009, pp. 233—242).

Para comprobar la puesta en marcha del montaje experimental se caracterizaron
las fuentes de emision de luz del sistema y se realiz6 la caracterizacion 6ptica del modelo
tejido biolégico Heliconius Sara (Sedano, RE., Calero, H., 2021, pp. 374-384). Para lo cual,
se empled una sonda de reflectancia que por medio de una fibra 6ptica bifurcada condujo
el haz de luz de la fuente y recogi6 la reflectancia/fluorescencia de la muestra, la cual fue
analizada por un espectrofotometro.

La aplicacion esta en fase preliminar de un trabajo de investigacion titulado
“Caracterizacion déptica de poblaciones Insulares y Continentales del Lepidoptero diurno
Heliconius Sara para examinar el potencia de fraccionamiento evolutivo”, que comprende la
union de dos grupos de investigacion: Grupo de Eco-fisiologia, Biogeografia y Evolucion, y
de Optica Cuantica de la Universidad del Valle, con el objetivo de comprobar la naturaleza
del color y el potencial de fraccionamiento evolutivo de alas de poblaciones de H. Sara a
partir de espectroscopia 6ptica bajo la direccion de los profesores: Raul Sedano y Efrain
Solarte y la participacion de dos estudiantes de pregrado Isabella Aguilera y Laura Gil. Por
lo cual, se reservan los derechos de autor. (Sedano, R., et al., 2023).

El objetivo directo, por el cual se llevo a cabo el disefio, ensamblaje y puesta en
marcha de un montaje experimental que permitiera la caracterizacion espectroscopica sobre
tejido bioldgico, es la aplicacidn directa para lo cual fue disefado el montaje experimental;
con el cual se llevara a cabo la irradiacion 6ptica sobre cultivos celulares. (La aplicacion del
montaje experimental hace parte del proyecto doctoral “Efectos de la irradiacion optica con
fuentes de Iluz laser y led en cultivos celulares de leucemia®), por lo cual, se reservan los
derechos de autor. (Ochoa, D.V, et al., 2023).

RESULTADOS

Para caracterizar el montaje experimental; se midieron los espectros de emisioén de
las fuentes de luz LED y LASER, como se puede apreciar en las figuras 1y 2.

En la figura 1 se aprecia el espectro de longitudes de onda de los LED: luz blanca
representado por una curva de color negro que abarca el espectro visible, longitud de
onda a 380nm para el color violeta, 395nm que corresponde al morado, 405nm a la curva
azul, 518nm al verde, 590nm al amarillo y 640nm al LED rojo; con un ancho de banda
representativa de los mismos.
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Figura 1. Espectros de emision de LED a diferentes longitudes de onda.

Asi mismo, en la figura 2 se presentan los espectros de emision caracteristicos de
laseres a 405nm el azul, 532nm para el verde y 650nm el LASER rojo.
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Figura 2. Espectro de emision de luz LASER a diferentes longitudes de onda.

Con lo anterior, se evidencio que el montaje experimental permitié realizar la medicion
de los espectros de emisién de las diferentes fuentes de luz LED y LASER empleadas.

Por otro lado, para comprobar la puesta en marcha del montaje experimental
construido para medicion en tejido bioldgico, se realiz6 la caracterizacion éptica sobre el
modelo biologico Alas de mariposa de la especie Heliconius Sara.
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En la figura 3 resultante de reflectancia en el rango UV - NIR, permite observar las
bandas de absorcion de las alas de la especie Heliconius Sara.
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Figura 3. Espectro de reflectancia con fuente de luz halégena sobre modelo biolégico alas de mariposa
de la especie Heliconius Sara.

En la figura 4 se aprecia el espectro de absorcion entre 400-500nm y emision entre
600- 700nm.
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Figura 4. Espectro de Fluorescencia con fuente de luz LASER sobre modelo biolégico Alas de mariposa
de la especie Heliconius Sara

DISCUSION

Una vez se caracteriz6 espectroscépicamente el montaje experimental a partir de la
medicion de los espectros de reflectancia de las fuentes de luz hal6gena, la LED (figura 1) y
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el LASER (figura 2), fue posible realizar mediciones espectroscopicas sobre tejido bioldgico
(Teixeira, A. F.,, et al., 2018, 250-255).

Como aplicacion directa de la construccion del montaje experimental se realizaron
mediciones con fuentes de luz visible continua, LED y LASER en tejidos biolégicos para
la medicién de espectros de reflectancia (figura 3) y, bajo cierta modificacion del montaje
experimental, medir espectros de fluorescencia (figura 4) en el modelo bioldgico - alas de
especimenes de Heliconius Sara - (Wilts et al., 2017, pp. 1-12), (Sedano, R., Calero, H.,
2021, pp. 374-384).

En la figura 3 se observa el espectro de reflectancia con fuente de luz halégena
sobre el ala de mariposa de la especie Heliconius Sara, como biomodelo. A partir de los
maximos de reflectancia del espectro se elige la longitud de onda que mas absorbe el
modelo biologico y se mide el espectro de fluorescencia empleando el laser azul (figura 4).

En la figura 4 se observa la absorbancia del biomodelo entre 400-500nm y a mayor
longitud de onda, la emision de la radiacion entre 600nm-700nm. En concordancia, se
observa la absorbancia en el violeta azul y la emision de la radiaciéon en el rango de longitud
de onda del naranja-rojo. Lo que evidencia el fenbmeno de fluorescencia sobre el modelo
biolégico.

Los tejidos bioldgicos con base a su complejidad molecular, quimica y fisica,
tienen respuesta espectroscopica especifica en funcién a la longitud de onda con la que
interactien. Teniendo esta informacion espectroscépica a detalle, se podrian precisar
aplicaciones clinicas.

Finalmente, con el montaje experimental disefiado y ensamblado, fue posible
caracterizar espectroscopicamente con base en medidas de reflectancia y fluorescencia,
alas de mariposa como tejido biolégico modelo como evidencia de la funcionalidad del
montaje experimental para la caracterizacion éptica en tejidos bioldgicos.

CONCLUSIONES

Se disend, ensambld, caracterizé y puso en marcha el montaje experimental que
permitié realizar mediciones espectroscopicas sobre tejido biolégico.

Se midieron los espectros de emisidon de las fuentes empleadas halégena, LED y
LASER, coincidiendo con los esperados de acuerdo con sus propiedades opticas.

Se obtuvo el espectro resultante de reflectancia en el rango UV-NIR del modelo
biologico, lo que permitié observar las bandas de absorcion y a partir de cuyos méaximos se
encontro que el tejido bajo ciertos parametros 6pticos, tiene caracteristicas de fluorescencia.

Se comprobd la funcionalidad del montaje experimental realizando mediciones de
reflectancia y fluorescencia sobre el modelo biolégico - alas del lepidoptero diurno de la
especie Heliconius sara - con fuente de luz halégena y LASER.

Como perspectivas, se realizaran las respectivas pruebas opticas para determinar
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el efecto de la incidencia de la irradiacion optica sobre cultivos celulares para una posible
aplicacion clinica.
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