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Resumen

Convencionalmente asociamos el término “biopsia” a un procedimiento médico invasivo
por el cual, mediante cirugia o puncion, se toma una muestra de tejido humano y se remite al
laboratorio de patologia para su analisis con fines diagnosticos. En cambio, una biopsia optica
es un procedimiento no invasivo de diagnostico que realiza un analisis del tejido con un
sistema Optico mediante técnicas laser, infrarrojo, fluorescencia, espectroscopias,
microscopias, entre otras. Es decir, no se extrae una muestra del tejido del organismo. Al
tejido a analizar se accede a través de la superficie del cuerpo, incluido el analisis de la propia
piel, o por via endoscopica a la superficie de la mucosa de cualquier cavidad como la boca,
faringe, laringe, eséfago, traquea, estbmago, vagina, utero, vejiga, ampolla rectal, colon.

No obstante se requiere un exhaustivo trabajo de investigacion para correlacionar los
resultados de la biopsia convencional con los de la biopsia Optica antes de implementar un
servicio que solo atienda a los pacientes por biopsias opticas.

En el presente trabajo se presentan algunos casos de biopsias Opticas realizadas
mediante Espectroscopia Optica de Fluorescencia, (en particular la Autofluorescencia), para
realizar in-situ el analisis de los cambios bioquimicos de los tejidos de pacientes, comparando
la fluorescencia natural del tejido sano y del tejido patologico, de manera de contribuir al
diagnostico médico.

INTRODUCCION

Una biopsia optica (BO), es una forma no invasiva de diagnostico que por medio de un
sistema Optico realiza un analisis del tejido en superficie o en profundidad. Diagnostica sin una
biopsia intrusiva, ya que NO extrae el tejido del organismo. Al tejido a analizar se accede a
traves de la superficie del cuerpo, incluido el analisis de la propia piel, o por via endoscoépica a
la superficie de la mucosa de cualquier cavidad como la boca, faringe, laringe, eséfago,
traquea, estbmago, vagina, utero, vejiga, ampolla rectal, colon.

En las técnicas de BO los datos se obtienen en tiempo real y van acompafiados de una
considerable informacion complementaria que permite evaluar la enfermedad in vivo.

Desde el punto de vista técnico los métodos de biopsia optica se dividen en dos grandes
grupos:

1- Métodos basados en imagenes entre los que se encuentran todas las imagenes de luz
coherente del tipo de la: Tomografia de coherencia optica (OCT), Imagenes de coherencia
optica (OCI), Imagenes de holografia digital (DHI), etc. Las de iluminacion estructurada como la
endomicroscopia confocal o las mixtas como la microscopia foto-acustica (PAM). En la figura 1
puede observarse el rango de resolucion que alcanzan las técnicas de imagen hoy en dia.

2- Métodos no asociados a imagenes que incluye la espectroscopia de los tejidos
(fluorescencia, reflectancia, dispersion fotonica elastica, etc.) con luz coherente o no coherente.
En suma, se realiza el analisis espectral del tejido.
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ya que el diagnostico se basa o bien en las modificaciones de la histologia normal o en la
morfologia de las células y el tejido.

La constante evolucion del microscopio ha conseguido romper el limite de la resolucion
optica con numerosas técnicas microscopicas sin especificidad fisica o quimica basadas en
iluminacion estructurada, interferometria u holografia. Mientras que las técnicas
espectroscopicas como fluorescencia, infrarroja-IR o Raman, detectan las caracteristicas
fisicas y quimicas de los especimenes por lo que algunos las llaman patologia espectral.

ESPECTROSCOPIA OPTICA DE FLUORESCENCIA EN EL ANALISIS DE TEJIDOS
BIOLOGICOS (2)

Desde el punto de vista molecular, cuando la radiacion electromagnética incide sobre las
células, estas absorben radiacion y se producen transiciones entre los niveles de energia de
algunas moléculas que forman la célula, dependiendo de la longitud de onda de la radiacion
electromagnética y del tipo de moléculas. Una vez que las moléculas se han excitado, puede
ocurrir algun proceso de desexcitacion, radiativo o no radiativo. En nuestro caso trabajamos
en los procesos de desexcitacion radiativos y, en particular, en el fluorescente.

La emision luminiscente producida por tejido irradiado con luz ultravioleta puede ser usada
para localizar tumores, a través de la fluorescencia natural del tejido (autofluorescencia) o
empleando marcadores tipo HpD (derivados hematoporfirinicos).

Una de las razones mas comunes para investigar especies fluorescentes, es la deteccion
de enfermedades, sin necesidad de utilizar marcadores o fluoréforos exégenos.

En la Tabla 1 se listan algunos fluoréforos endégenos que juegan un rol fundamental en las
transformaciones que ocurren en los tejidos durante la carcinogénesis.

TABLA 1: LONGITUDES DE ONDA DE EXCITACION Y EMISION DE ALGUNOS FLUOROFOROS

280nm 350nm
325nm y 320nm 390nm y 410nm,
respectivamente. respectivamente.
365nm vy 440nm, 470nm vy 520nm,
respctivamente. respectivamente.
400nm y 450nm. 630nm y 690nm.

En un estudio por un método optico, como la espectroscopia optica de fluorescencia, se
puede obtener informacion significativa acerca de varios fluoréforos presentes, como también
de su ambiente local. Esto se debe a que la célula en estados de enfermedad, generalmente
tiene velocidades de metabolismo diferentes o estructuras alteradas y por lo tanto hay



variaciones en los espectros de emision de fluorescencia. Estas diferencias en los espectros
estan marcadas por la concentracion de fluoroforos o su distribucion a lo largo del tejido, el
ambiente local que rodea el fluoréforo, la arquitectura particular del tejido y la atenuacion de la
luz, que depende de la longitud de onda, debido a la cantidad de los cromoéforos presentes en
el tejido que absorben y no emiten fluorescencia.

La espectroscopia Optica de fluorescencia para el analisis de tejidos biologicos depende
especificamente de la concentracion y distribucion de fluoroforos presentes en los mismos,
como tambiéen, del entorno bioquimico/biofisico, el cual puede alterar la cantidad de
fluorescencia cedida y el tiempo de vida de los fluoroforos. Los fluoréforos, como también su
concentracion y distribucion, pueden variar significativamente entre capas de tejido, por lo que
la espectroscopia de fluorescencia en tejidos también depende de la absorcion y dispersion
gue resulta de la concentracion y distribucion dentro de sus diferentes capas. Las propiedades
de absorcion y distribucion de la luz, en los tejidos, afectaran tanto las longitudes de onda de
excitacion, como las de emision, por consiguiente, solo los fluoréforos contenidos en las capas
de los tejidos en la cual la luz de excitacion penetra y de la cual la luz de emision fluorescente
puede escapar, produciran fluorescencia medible.

Resumiendo, la espectroscopia oOptica de fluorescencia, proporciona caracteristicas
discriminantes en el analisis de los cambios bioquimicos y estructurales de los tejidos en los
estados de normalidad y patologia, y es por ello que esta técnica, puede contribuir al
diagnostico médico a traves de la observacion in-vivo de pacientes. En definitiva sus propésitos
son evitar la posible diseminacion de células malignas por la biopsia convencional, y evitar los
retardos propios de la biopsia convencional en los casos que el diagnostico rapido de
malignidad propio de la biopsia optica permite un tratamiento inmediato.

*Concentracion

Espectroscopia Informacion de *Distribucion
optica de fluordforos *Ambiente local
fluorescencia presentes *Arquitectura del
tejido
La célula en Velocidades de Variaciones en los
estado de metabolismo diferentes espectros de emision de
enfermedad o estructuras alteradas fluorescencia

DESARROLLO EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

El equipo basico consiste de una fuente de luz, un conducto flexible que contiene la fibra
optica 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 geomeétrica en la cual la iluminacién y recoleccion de la luz son representadas en la
misma superficie del tejido bioldgico.

Las medidas del presente trabajo fueron realizadas con un espectrofluorometro portatil, que
emite en 405 nm y detecta desde los 500 hasta los 800 nm. La figura 2 muestra fotos del
dispositivo completo, del cabezal de medicion, cuya fibra optica mide 200 ym de diametro y de
la pantalla del software del equipo en la que se grafica el espectro.

Fig.2: Espectrofluorémetro (Izquierda) - Cabezal (Centro)
software del fluorémetro (Derecha)
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En la figura 3 se muestran representados espectros tipicos para un caso de lesiones
perianales por HPV6 in-vivo. Los numeros indicados en las curvas son los correspondientes a

la ubicacion espacial de las lesiones observadas, segun la convencion del “reloj”

. Un esquema

de dicha configuracion, se muestra a continuacion en la figura 4.

Las muestras autofluorescentes denominadas como 3, 9 y 10 corresponden a lesiones
patologicas, mientras que la muestra 12 es el testigo tomado sobre piel sana.
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Fig 3: Espectros obtenidos para el caso de HPV6 perianal.
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Fig.4:Esquema representativo de la convencién de

“reloj”, y de la ubicacion de las curvas
representadas en la figura 3.

En la figura 3 se observa claramente que a pesar de que las sefiales patologicas se ven
afectadas en su intensidad debido a la topografia corporal (efecto del factor angular de
observacion: cos 6), poseen la misma estructura espectral.

Para ilustrar las diferencias en los espectros dadas por los diferentes tejidos, en la figura 5

se muestra un espectro

correspondiente a epitelio sano de i

cuello de utero tomado in-vivo, uno
de tejido perianal y uno de la palma
de la mano.

Si bien el fluorbmetro es de baja
resolucion, los espectros
observados que muestran nuestros
resultados preliminares y su eficaz
correlacion con su origen (en el caso
expuesto, HPV6) indican un buen

Unidades arbitrarias

i Cuello de utero
Perianal
Palma

camino a ser seguido relacionando
Investigacion-Clinica-Tratamiento.

T ¥ T T T I T T T - 1
550 600 650 700 750 800
Longitud de onda (nm)

Fig.5: Espectro tipicos de diferentes tejidos.
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