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Resumen

En este trabajo, se caracterizé a los biomarcadores lagrimales, albumina, glucosa,
lactoferrina y lisozima, por medio de una lagrima sintética. Se realizaron diferentes
concentraciones quimicas de los cuatro biomarcadores seleccionados, de las
disoluciones obtenidas con agua destilada se analizé un volumen de 10 pl (volumen
minimo que se puede extraer de una persona), a cada disolucion se le aplicé la
técnica de espectroscopia Raman en el que se obtuvieron espectros para identificar
las bandas espectrales de cada biomarcador. Los espectros obtenidos fueron
examinados de manera analdgica para después ser procesados por medio de un
programa realizado en Matlab aplicando un filtro que retiro el ruido que se obtiene
durante las mediciones. De manera complementaria se aplic6 un analisis de
componentes principales en el que nos permitié observar un conjunto de espectros
Raman de diferentes concentraciones clasificados de acuerdo a sus caracteristicas
semejantes. Adicional a esta tesis se presenta un estudio piloto del andlisis de
lagrima in vivo de 10 voluntarios aleatorios, en este estudio se hace una
comparacién de espectros de los biomarcadores de albumina y glucosa con el de la
lagrima obtenida, para determinar las bandas que coinciden de los biomarcadores
en una lagrima real. Lo que permitiria el diagnostico de diabetes entre otro tipo de

enfermedades relacionadas con los biomarcadores.



Abstract

This thesis used a synthetic tear to characterize tear biomarkers albumin, glucose,
lactoferrin, and lysozyme. Different chemical concentrations of these four selected
biomarkers were made. Each solution was analyzed with the Raman spectroscopy
technique from the solutions obtained with distilled water using a volume of 10yl
(minimum volume extracted from a person). The spectra were obtained to identify
the spectral bands of each biomarker. The spectra obtained were examined
analogously and then processed using a program made in MATLAB, applying a filter
that removed the noise obtained during the measurements. In a complementary way,
a principal component analysis was applied, which allowed us to observe a set of
Raman spectra of different concentrations classified according to their similar
characteristics. In addition, this thesis presents a pilot study of in vivo tear analysis
of 10 random volunteers. This study compares the spectra of the albumin and
glucose biomarkers from the synthetic tear with the real tear to determine the bands
that coincide with each other biomarkers. It will allow the diagnosis of diabetes
among different types of diseases related to biomarkers.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

En este capitulo, presentaremos las estadisticas de las enfermedades oculares
existentes en la actualidad realizadas por algunas organizaciones a nivel mundial y
nacional y revelaremos algunos avances en la investigacion de biomarcadores en
lagrimas. También se presentan la hipétesis, objetivos y preguntas de investigacion

de este trabajo.

En la actualidad los métodos de diagnostico para enfermedades oculares son
demasiado invasivos y en ocasiones hasta dolorosos para las personas, algunos de
estos estudios van desde simples evaluaciones musculares o test oculares, hasta
angiografias, ultrasonidos, resonancias magnéticas, tomografias computarizadas y
muchas otras pruebas[1]. Sin embargo, el ojo tiene estructuras demasiado sensibles

gue pueden lesionarse si no son analizadas correctamente.

El Instituto Nacional de la salud o mejor conocido por sus siglas en inglés (NIH) [2],
asi como la Academia Estadounidense de Oftalmologia o en sus siglas en inglés
(AAO) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) [3], afirman que el nUmero de
personas que padecen enfermedades oculares esta aumentando en todo el mundo;
se informa que 2,200 millones de personas tienen problemas de vision al enfocar
de cerca o lejos, si estos casos se diagnosticaran y trataran a tiempo, al menos mil

millones podrian evitarse [4].

El 30% de la poblacién mexicana tiene algun problema visual, sobre todo miopia y
astigmatismo. Hay alrededor de 700 mil personas con discapacidad ocular, como
ceguera o dificultad visual, fueron adquiridas por enfermedad, accidente o de forma

congénita [5].

Se estima que del 40% al 50% de los casos de ceguera en Puebla son causados
por cataratas, especialmente enfermedades oculares relacionadas con la edad,

seguidas de accidentes y enfermedades que causan pérdida de la visién, como la



previo de los sintomas y signos que se presentan durante el desarrollo de este
problema, siendo actualmente una de las enfermedades que ataca principalmente
a adultos [6].

Se considera que el 0jo seco es una alteracion de la unidad funcional lagrimal (UFL),
gue es un sistema integral que involucra la glandula lagrimal, la superficie ocular
(cérnea, conjuntiva y glandulas de Meibomio), los parpados y los nervios [7]. El ojo
seco afecta primeramente al liquido lagrimal y a la superficie ocular, manifestandose
como malestar, alteracion visual e inestabilidad de la pelicula lagrimal con posible
dafio a la superficie ocular. Se acompafa de un aumento de la osmolaridad
(concentracion de solutos en un fluido) de la lagrima e inflamacion de la superficie

ocular [8].

Por otro lado, la catarata se va formando cuando las proteinas del cristalino del ojo
se agrupan creando una area nublada y blanca. El cristalino o “lente” del ojo, es la
parte transparente del que ayuda a enfocar la luz en la retina, esta patologia puede
hacer que la vision se vuelva borrosa, o de color claro. La mayoria de los casos son

causadas por cambios naturales en el 0jo a medida que envejecemos.[9].

El glaucoma es una enfermedad que afecta Gnicamente al nervio 6ptico del ojo.
Generalmente se produce cuando se acumula fluido en la parte delantera del ojo,

este exceso de fluido aumenta la presion ocular y dafia al nervio 6ptico [10].

Conociendo las causas de algunas enfermedades y el tipo de lesion que generan
en una situacién cronica, podemos pensar que si se hicieran diagndsticos
tempranos y de bajo costo, algunas enfermedades oculares silenciosas, que no
presentan ningun tipo de sintoma o signo en la parte afectada del ojo, permitiria el
diagnéstico correcto, la implementacion del tratamiento adecuado y la prevencion a
futuro [10].

1.1 ESTADO DEL ARTE
Con el objetivo de sustituir las pruebas invasivas habituales y mejorar asi la calidad

de vida de los pacientes que sufren algun tipo de discapacidad visual u otro tipo de



patologia. EI método de diagndstico a través de la pelicula lagrimal se est4 dando a

conocer como una de las modalidades no invasivas e indoloras para el ser humano.

Desde hace 26 afios se utilizan diferentes técnicas para detectar ciertos
biomarcadores lagrimales que pueden diagnosticar no solo patologia ocular sino
también otro tipo de enfermedades especificas que han afectado a las personas
durante décadas. Estos son algunos estudios sobre biomarcadores de la pelicula

lagrimal:

En 1997 Bjerrum et.al. busco la relacién que existe entre albumina y lactoferrina en
el Sindrome de Sjogren (ojo seco), y otro tipo de enfermedades del tejido conectivo
en individuos que estuviera controlados sobre sus padecimientos activos, el método
utilizado para realizar este estudio fue por medio de electroforesis en gel de
poliacrilamida el cual retarda el movimiento macromolecular (SDS), con una tincién
azul. El resultado de dicho procedimiento reveld que la presencia de albumina y
lactoferrina es superior 2:1 y es mas frecuente en pacientes con Sindrome de
Sjogren primario que en pacientes con alguna otra enfermedad del tejido conjuntivo.
En otras palabras encontré que existe una correlacion en estos dos biomarcadores

de la lagrima [11].

Para 2005 se desarrollé una técnica mejorada de citologia de impresion la cual es
una prueba para recolectar células epiteliales conjuntivas de una manera
minimamente invasiva, répida y casi indolora, en el estudio de 2005 se estudiaron
la cantidad de células calciformes asi como la densidad de dichas células que hay
en el ojo seco. Otro punto que marcan como importante en este articulo y el cual
se ha estado estudiando y desarrollando en las Ultimas décadas es la evaluacion de
parametro biolégicos de la pelicula lagrimal, que permita la examinacion de sus
proteinas sin necesidad de preparar la muestra, estudiando principalmente a los
biomarcadores de lactoferrina y lisozima para ojo seco, lo Unico que detiene estos
procedimientos es la falta de lagrima en la enfermedad de ojo seco, e incluso la
poca cantidad de lagrima que llega a producir el ojo sin ninguna patologia. Ademas
de ser pruebas que suelen tardar, debido a la preparacion de muestras y esto a su
vez provoca que sea de un costo elevado [12].
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Un estudio de 2008 sobre la pelicula lagrimal al bostezar en el Reino Unido, se llevo
a cabo mediante espectroscopia Raman para analizar la composicion de las
lagrimas humanas, utilizando 3 voluntarios sanos. Las muestras de lagrimas
obtenidas se analizaron utilizando tres tipos diferentes de técnicas Raman: (i) por
fase de solucion, (ii) por adicidén gota a gota y (iii) por mapeo, dando como resultado
gue las proteinas estaban presentes con estandares (5 - 15 mg/mL) en la pelicula
lagrimal, revelando la abundancia de las propiedades que mas contienen las

lagrimas [13)].

Otro estudio analiz6 el principal biomarcador de la diabetes (glucosa), realizado en
2020. La idea principal del articulo es descubrir los posibles niveles de glucosa
durante el uso de lentes de contacto a traves de las lagrimas, ademas de aportar
nuevas ideas para la toma de muestra y deteccién de este biomarcador de manera
no invasiva. El estudio se baso en la deteccion de cambios en biosensores durante
el uso de lentes de contacto mediante espectroscopia de reflectancia en ratones. El
muestreo se realiz6 mediante la comparacién de sangre y lagrimas artificiales
colocadas en un biosensor de lente de contacto (NECL), el cual se retiré después
de 10 minutos de reaccién, con el objetivo de observar cambios en la deshidratacion
y temperatura del ojo en personas con diabetes. Sin embargo, este es un estudio
costoso, ademas se hace énfasis en que lo ideal seria hacerlo en personas que
usen el biosensor de lentes de contacto durante al menos 30 dias para obtener

mejores resultados [14].

Asimismo, se realizaron pruebas de glucosa en sangre en 2020 para determinar
niveles que puedan indicar diabetes tipo 2 u otras afecciones médicas, lo que nos
ayuda a conocer otro tipos de biomarcadores relacionados con un tipo de
enfermedad en especifico, en este caso el biomarcador en el que se centro el
estudio fue la albumina glicosilada debido a que es una proteina que abunda en la
lagrima asi como en la sangre (aproximadamente 80%), puede unirse al azucar y
puede reemplazarse cada 20- 25 dias [15]. Esta investigacion estudio a 100 adultos
diagnosticados con diabetes, se les tom6 muestras de lagrimas al mismo tiempo

que se extraia sangre que permitiera medir la albumina glucosilada, las lagrimas
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fueron analizadas mediante cromatografia y espectrometria de masas, mientras que
las muestras de sangre se midieron por métodos enzimaticos, como resultados
preliminares, hubo una correlacién del 95% entre la proteina albumina glicosilada

en sangre y lagrimas [15].

Varios estudios han demostrado que los enfoques protedGmicos son una herramienta
prometedora para el descubrimiento e identificacion de marcadores bioquimicos de
enfermedades oculares o autoinmunes [16]. Comprender la composicion quimica
de cada uno de los biomarcadores de la pelicula lagrimal, es importante para
identificar los enlaces o grupos funcionales mas fuertes que ayudara a conocerlos

mejor para el diagnaostico.

Es importante destacar que, a diferencia de la sangre, el uso de la pelicula lagrimal
como fluido de diagndstico presenta un riesgo minimo para el personal de salud, en
cuanto a microorganismos de transmision, como son los virus de la hepatitis By C

y el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).

Recientemente ha aumentado el interés por las pruebas de diagndéstico rapidas y
no invasivas, ha llevado a investigar a la pelicula lagrimal como fluido biolégico para

el posible diagnéstico clinico.

Por ello, como estudio nuevo, utilizar un liquido que no es muy abundante en el
organismo para las pruebas diagnésticas puede tener tanto ventajas como
desventajas (tabla 2). Sin embargo, los beneficios obtenidos al analizarlo podrian
ser un cambio nuevo e importante en el sector de la salud.

Tabla 1 Ventajas y limitaciones del estudio
Ventajas Limitaciones

o B ) ] Posibilidad de no obtener lagrima debido a una
Facil obtencién con material de bajo costo. . y
patologia o infeccion ocular.

Método no invasivo, especialmente para hemofilicos, Variabilidad fisiol6gica de sus componentes a lo

neonatos, ancianos e incapacitados. largo del dia.

. . . » El contenido se puede evaporar facilmente y en un
Facil almacenamiento, transporte y manipulacion. ) ] ) )
corto tiempo si no se tiene refrigerado

La cantidad de lagrimas que algunos individuos
Riesgo minimo de contaminacién entre individuos. puedan generar.
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1.2PREGUNTAS DE INVESTIGACION

e Dado un biomarcador y un conjunto de disoluciones con su respectivo
conjunto de concentraciones y sus espectros, ¢podremos determinar cada
una de las diferentes concentraciones de los biomarcadores lagrimales
relacionados con alguna patologia.

e ¢ Podra la espectroscopia Raman detectar pequefias cantidades de lagrimas
sintéticas?

e (/Se podran observar los espectros Raman de los biomarcadores que se
encuentran dentro de la lagrima por medio de una lagrima sintética?

e (Se podra remover el ruido y fluorescencia de los espectros Raman de las
concentraciones obtenidas de los biomarcadores que nos permita observar

los enlaces mas intensos.

1.3HIPOTESIS

Si la luz interactia con una pequefa cantidad de pelicula lagrimal sintética, podra
generar vibraciones moleculares que nos permita observar la composicion quimica
de este fluido corporal por medio de la dispersion Raman, para diferenciar
biomarcadores que se encuentran dentro de la lagrima que permitan diagnosticar

alguna enfermedad en especifico.

1.40BJETIVOS

GENERAL
Caracterizar por medio de espectroscopia Raman una lagrima sintética los
biomarcadores que se encuentran dentro de la pelicula lagrimal y que estén

relacionados con alguna enfermedad.

ESPECIFICOS
e |dentificar teéricamente la composicion fisioldgica del ojo y la pelicula
lagrimal.
e Examinar informacion bibliografica de reconocimiento de biomarcadores de

la lagrima por medio de algun tipo de espectroscopia

13



¢ Analizar los cuatro biomarcadores que se encuentran dentro de la lagrima en
diferentes concentraciones dentro del laboratorio GIOB.

¢ Identificar los espectros Raman de cada una de las concentraciones de los
biomarcadores.

e Mostrar un andlisis de los espectros Raman obtenidos de las lagrimas
sintéticas.

e Realizar una clasificacion cualitativa de diferentes concentraciones de

biomarcadores lagrimales.

CONCLUSION

Se presentd en el capitulo la enfermedades y problemas de diagndstico mas
comunes que existen en el ojo que hoy en dia son una problematica para la
sociedad. De igual manera se mostro el estado del arte sobre el estudio de
biomarcadores relacionados con un tipo de patologia que puede ser diagnosticada
por un tipo de estudio invasivo o de mayor costo en la lagrima, asi como la hipétesis,
objetivos y preguntas de investigacion que tendra este trabajo.
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CAPITULO 2

MARCO TEORICO

En este capitulo se describe la anatomia del ojo y la fisiologia del liquido lagrimal y
sus principales biomarcadores, ademas de la técnica de espectroscopia Raman y
sus efectos al hacer contacto con atomos y moléculas de diferentes sustancias. Del
mismo modo, los tipos de ruido que se pueden encontrar al adquirir espectros para
identificarlos. También se da a conocer el andlisis de componentes principales y

algunos ejemplos de cémo usarlo.

La forma en que funciona nuestra vision por medio del ojo, ha llamado la atencién
de muchos investigadores y cientificos. De todos los receptores sensoriales del
cuerpo, el 70% se encuentran en los 0jos. La vista es el sentido que méas necesita
ser "aprendido", y los ojos parecen ser muy aficionados a engafiarse a si mismos.
El viejo refran que dice "Cada uno ve lo que quiere”, en ocasiones suele ser cierto,
si el ojo tiene tantas propiedades juntas ¢ Por qué no estudiar una de las pequefas

partes que lo protege?.

2.1 ANATOMIA DEL 0OJO

El ojo humano es el érgano anatdmico que recoge en su interior la estructura
sensible que hace posible el inicio del complejo proceso de la visiéon. Por su forma
se le denomina globo ocular, el cual es una esfera de aproximadamente 25 mm de
diametro en adultos [17]. Solo la sexta parte anterior de la superficie ocular puede
verse. Es un 6rgano par situado a ambos lados del plano sagital, protegido por grasa
y tejidos blandos y por las paredes dseas que componen las cavidades orbitarias

(fig.1).
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Figura 1 Anatomia del ojo humano

Ademas del globo ocular se alojan el nervio 6ptico, los musculos oculares, la
glandula lagrimal, vasos y nervios. La parte expuesta del globo ocular, formada por
la cérnea y la conjuntiva bulbar esta cubierta por una delgada capa liquida, mejor
conocida como pelicula lagrimal o lagrima, esta Ultima es un componente esencial
para nuestra vision [18], ademas de ser la primera en tener contacto con la luz que

entra por los ojos (fig.2).

L f
M Musculo elevador del

@\ parpado superior
\
Conjuntiva

Y palpebral

e’

Pestanas

Cornea

Conjuntiva

Figura 2 Parte expuesta del globo ocular
Tomada de: https://www.vista-laser.com/sintomas-queratocono/

Por otro lado en la parte externa y periférica del ojo se encuentran los parpados, las

pestafas y las lagrimas, tal como se muestra en la figura 3 [19].
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Imagen tomada de la referencia [20]

Tienen muchas funciones: sirven como lente Optico, son las principales fuentes de
oxigeno en la cérnea, actian como lubricante entre los parpados y la cornea,
eliminan los cuerpos extrafios y las células muertas, ademas previenen infecciones
gue pueden darse por microorganismos tanto externos como internos que se

ubiquen en el cuerpo [19].

2.2 PELICULA LAGRIMAL

La pelicula lagrimal o lagrima es una pelicula himeda muy delgada que tiene como
minimo de espesor 4 milésimas de milimetro (micrones, p) y un maximo de 40y, es
una pequefia capa que esta muy bien especializaday organizada. Es la encargada
de proteger a la conjuntiva bulbar, palpebral y la cornea, ademas es la pieza
principal de proporcionar una superficie suave y refractiva del ojo, que permite una
vision clara y precisa. Esta fina capa estd formada a su vez por tres capas
importantes que evitan ciertos tipos de alteraciones en el sistema ocular, las cuales

se explicardn mas adelante [20].
2.2.1. Fisiologia de la lagrima

El aparato o sistema lagrimal cuenta con componentes secretores, de distribucion y
excretores. EI componente secretor esta formado por la glandula lagrimal, el tejido
glandular lagrimal accesorio, las glandulas sebaceas de los parpados, las células
calciformes y otros elementos secretores de mucina. Por otro lado el componente

de distribucion se basa principalmente en el movimiento de las lagrimas a través del
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0jo, lo que ayuda al parpadeo y al sistema de drenaje. Este ultimo es mejor conocido
como el sistema excretor el cual consta de las aberturas u orificios, los canaliculos
y el saco lagrimal asi como del conducto lacrimonasal, lo que permite expulsar a la
pelicula lagrimal (fig.4). Este sistema debe tener un perfecto equilibrio entre la
produccién y evacuacion de las lagrimas para evitar complicaciones o

enfermedades en el ojo [21].

C. Lacrimal (tear) gland

with secretory ducts

Lacrimal
puncta x,

Nasolacrimal 7~ 7 R
sac ~~ Conjunctiva
! and episclera

with blood vessels

Lacrimal
(tear) ducts

Sclera
(under conjunctiva

Eupll and episclera)

. | 1 .
Nasolacrimal _,_ | Iris
duct
' To nose

Figura 4 Sistema lagrimal
Imagen tomada de la referencia[19]

Como ya se habia mencionado anteriormente, la lagrima esta formada por tres finas
capas que ayudan a la proteccion del ojo. La primera se conoce como capa externa
o también puede ser llamada capa lipidica e incluso capa grasa, la segunda capa
es la capa intermedia, serosa 0 acuosa y la tercera capa que es la que se encuentra
mas cercana al 0jo y es llamada capa mucosa o capa de mucina. Actualmente se
dice que existen solo dos capas, ya que las capas de mucina y acuosa se llegan a
complementar tanto que realmente no hay una division como tal. Sin embargo, la
mayoria de la literatura sigue manejando las tres capas para comprender mejor la
composicion de la pelicula lagrimal (fig.5) [22].

Snt Capa Mucosa
(Interna)

90% Capa Acuosa
(Media)

0.2% Capa Lipidica
(Externa)

Figura 5 Pelicula lagrimal
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La capa de mucosa o mucina forma el 0.8 por ciento de la pelicula lagrimal, dentro
de esta capa se encuentras diferentes proteinas y enzimas, entre ellas; el moco
ocular, mucina, inmunoglobulinas, sales, glucosa, leucocitos y algunos restos
celulares, todas ellas son parte importante en el ojo ya que lo protegen y lo limpian
[23].

La capa serosa 0 acuosa es la de mayor tamafio ya que representa el 99 por cierto
de la lagrima y es donde se disuelven todos los elementos nutritivos, esta formada
por agua, electrolitos, proteinas, factores de crecimiento peptidicos,
inmunoglobulinas, citocinas, vitaminas, antimicrobianos asi como hormonas
secretadas por las glandulas lagrimales. En esta capa se encuentran los
biomarcadores principales de defensa para el o0jo, la lisozima, lactoferrina, lisina,
albumina y las lipocalinas, todas ellas cumplen con la funcién de evitar que el ojo
tenga alguna alteracion ya sea provocada por el medio ambiente o por alguno de

los dos sistemas que inervan al 0jo, el simpatico y parasimpatico [24].

La capa grasa o lipidica cuenta con un 0.2 por cierto de la pelicula lagrimal, aunque
tenga un porcentaje muy bajo no deja de ser importante para el o0jo, ya que en ella
se produce el aceite de meibomio el cual es secretado por las glandulas de
meibomio durante el parpadeo, este aceite permite que la lagrima no se evapore
tan facilmente, si este aceite se deja de producir, entonces comenzaran los

sintomas del ojo seco (fig.6) [24].

Glandula Lagrimal

\ > »r Cornea

Conjuntiva

.

Glandula de
Meibomio

Figura 6 Glandulas de Meibomio
Imagen tomada de: Kantor, P. A. (2010)
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El fluido lagrimal se caracteriza por ser una mezcla de moléculas que incluyen,
proteinas, metabolitos, lipidos, sales, nutrientes, oxigeno entre muchos otros; estas
moléculas pueden jugar un papel importante en la fisiopatologia de distintas
enfermedades [25]. A pesar del contenido que tienen, no todas las lagrimas
funcionarian para realizar diagnésticos, debido a que existen cuatro tipos de lagrima
gue produce el 0jo, la basal, la refleja, la emocional y la cerrada (tabla 2), todas ellas

estan formadas por diferentes sustancias debido al factor de estimulacion.

Tabla 2 Tipos de lagrimas

Las lagrimas basales son fluidos semi presentes que previenen la sequedad en
Lagrima los ojos y ayudan a proteger la cornea. Ademas actlan como un escudo

Basal permanente en los ojos, manteniéndolos lubricados y protegidos de algun tipo de

residuo externo

LZloldzesl . Este tipo de lagrima se produce principalmente cuando los 0jos necesitan

Reflejo limpiarse por algun tipo de irritante nocivo o un tipo de cuerpo extrafio.

Estas lagrimas destacan cuando se expresan las emociones, alegria, tristeza o

miedo. Las lagrimas emocionales contienen mayor numero de hormonas y

Lagrima

. proteinas adicionales que las lagrimas basales
emocional

Lagrima Son lagrimas sintetizadas Unica y exclusivamente en el periodo de somnolencia,

cerrada son importantes para la regulacion de la homeostasis.

Informacion tomada de la referencia [25]

2.2.2 Composicion quimica de la lagrima
La pelicula lagrimal esta formada por un 99% por de agua y el otro 1% por

componentes que se encuentran dentro de las tres capas importantes de la lagrima
que evitan ciertos tipos de alteraciones en el sistema ocular [26].

Dentro de la capa serosa 0 acuosa, es donde se disuelven todos los elementos
nutritivos, ya que estd formada por agua, electrolitos, proteinas, factores de
crecimiento peptidicos, inmunoglobulinas, citocinas, vitaminas, antimicrobianos asi
como hormonas secretadas por las glandulas lagrimales.
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Esta capa también cuenta con los biomarcadores principales de defensa para el 0jo,
la lisozima, lactoferrina, lisina, albumina y las lipocalinas, ellas evitan que el ojo
tenga alguna alteracion ya sea provocada por el medio ambiente o por alguno de

los dos sistemas que inervan al ojo, el simpatico y parasimpatico[27].

2.2.3 Diagnéstico a través de las lagrimas

Para el estudio y diagndstico por medio de la pelicula lagrimal, hay numerosas y
variadas técnicas, que contindan en desarrollo y expansion, particularmente en
investigacion clinica. En varios estudios biolégicos aplicaron técnicas moleculares
para la obtencion de 491 proteinas en la lagrima, en el siglo XXI se identificaron mas
componentes como: albumina, lisozima, lactoferrina, inmunoglobulinas Ay G y
proteinas asociadas a sus complementos, siendo estos los principales
biomarcadores de la pelicula lagrimal para la deteccion de ciertas enfermedades
[28].

Un tipo de diagndstico en el 0jo, es el tiempo de ruptura lagrimal, este es de modo
no invasivo (NIBUT). Se trata de medir el tiempo que tarda en distorsionarse las
lineas de una reticula proyectada en la cérnea desde el Ultimo parpadeo. En los
cuales si se obtienen valores inferiores a 15 segundos son indicativos de sindrome

de ojo seco [29].

Otro método de diagnostico que se practica desde 1903 es la prueba de Schirmery
se ha utilizado en la préactica clinica para la producciéon de lagrimas. Aunque se ha
criticado la eficacia de esta técnica, esta bien documentada en la literatura y, por
ser minimamente invasiva, es una de las pruebas mas realizadas. Con solo colocar
un trozo de papel absorbente con un grosor de 5 mm en el parpado inferior durante
5 minutos, la produccion de lagrima normal debe reflejar mas de 15 mm de humedad

en la tira de papel [30].

La pelicula lagrimal ha sido descrita como el nuevo espejo del cuerpo. En entornos
donde los costos de atencibn médica son altos y el diagndstico rapido es

fundamental para obtener resultados positivos para los pacientes, las lagrimas
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pueden ser una nueva alternativa viable a las muestras de sangre para el

diagndstico temprano [31].

2.2.4 Biomarcadores lagrimales

El término “biomarcador” se utiliza para medir una interaccion entre un sistema
bioldgico y un agente de tipo quimico, fisico o biologico, la cual es evaluado como
una respuesta funcional o fisiolégica, que ocurre a nivel celular o molecular y
ademas esta asociada con la probabilidad del desarrollo de una enfermedad [32].La
principal utilidad de los biomarcadores lagrimales es servir de diagnostico,
identificando la enfermedad incluso antes de que los individuos presenten sintomas
0 se observen lesiones evidentes, propias de etapas mas avanzadas, por medio de

su estructura quimica (fig.7).

CeH1206 C123H193N35037 C14H226N46020S3 C11H20NOs

Glucosa Albumina Lactoferrina Lisozima

Figura 7 Férmula quimica de los biomarcadores
Tomadas de: https://byjus.com/chemical-compound-formulas/

En su mayoria los biomarcadores son proteinas y pueden ser obtenidos de
muestras biol6gicas como lagrimas, sudor, suero, orina, liquido cefalorraquideo,

saliva o sangre [33].

Se han realizado diversos estudios en los que han empleado diferentes
biomarcadores con la finalidad de relacionarlos con ciertas enfermedades, a

continuacion, se muestran las caracteristicas (tabla 4).

Tabla 3 Biomarcadores lagrimales

Cantidad en

Estudio Biomarcador Accién

lagrima

Proteina transportadora de hierro, es uno de los

Rodriguez et

I . biomarcadores  principales para la actividad
el Lactoferrina . . L 780 mg/ml
bacteriostatica en las lagrimas. Se ve disminuida

(2005).

principalmente en ojo seco (Sindrome de Sjorgen) [34].
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Sustancia antibacteriana que trabaja junto al pH, si éste
Galvez et al. se aleja de su valor normal es probable que la actividad

Lisozima enzimética de la lisozima también disminuya. Esta 1-2 mg/ml
() asociada principalmente con la enfermedad de ojo seco

(sindrome de Sjorgen) [35].

Shimmura S. La albumina es una proteina transportadora que ayuda

t al o a mantener el liquido sin que se filtre de los vasos

B, &l Albdmina i . y : 20 mg/ml
sanguineos a otros tejidos. También transporta varias

(2003) hormonas, vitaminas y enzimas por el cuerpo. [36].

Sen DK, et. al. Carbohidrato que ayuda a determinar el nivel en el

Glucosa 3.6_.mg/ml

cuerpo, si esta elevado o disminuido [37]

(1980)

Los descubrimientos moleculares que actualmente se encuentran en las lagrimas
pueden servir como biomarcadores prometedores que ampliaran la comprensién de
los componentes celulares y moleculares involucrados en enfermedades oculares
y/o sistémicas; ademas, con la informacion anterior, es posible desarrollar

tratamientos y diagndsticos para muchas de ellas [38].

2.3 ESPECTROSCOPIA RAMAN

La espectroscopia Raman es una técnica fotonica de alta resolucion que
proporciona la informacién quimica y la espectroscopia vibratoria en poco tiempo.
Esta técnica se puede utilizar para analizar 6pticamente los cambios moleculares y
estructurales casi de cualquier material [39]. Las bandas espectrales en el espectro
vibracional son caracteristicas de las moléculas y brindan informacién directa sobre
su composicidn quimica [40]. Actualmente se considera una de las técnicas mas
utilizadas para la identificacién molecular, ya que lo hace solo con la incidencia de
luz de una fuente de radiacion monocromatica que produce el esparcimiento elastico

e inelastico de una muestra [41].

2.3.1 Origen del efecto Raman

El fisico Hindu Chandrasekhara Venkata Raman analizé por primera vez el
fenbmeno Raman en 1928, lo que le valié el Premio Nobel de Fisica en 1930. El
cientifico nombro en su honor el fendmeno inelastico de la dispersion de la luz, que

permite estudiar la rotacion y las vibraciones moleculares. Su investigacion sobre
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este fenomeno se inspiré en el trabajo anterior de Rayleigh. A diferencia de la
afirmacion de Rayleigh sobre el azul del mar, pensando que no era mas que el azul
del cielo visto en el reflejo, Raman realizé un experimento simple en el que pudo
demostrar que el azul del agua provenia de su propio fenbmeno, que luego se
explic6 como esparcimiento, lo cual era debido a la interaccion de la luz y las

moléculas de agua [42].

Para 1923, mientras estudiaba la dispersion de la luz en agua y alcohol puro, uno
de sus alumnos observé que un rayo de luz solar cambiaba de color a medida que
se filtraba y pasaba. El y su equipo no pudieron eliminar este efecto, por lo que
sospecharon que el fendmeno era una propiedad de la materia. Después de realizar
varios estudios durante los siguientes cinco afios, Raman y su discipulo Krishnan
publicaron su famoso articulo en Nature 24 en 1928, en el que describian este nuevo
tipo de radiacion secundaria [42].

2.3.2 Efecto Raman

Este tipo de espectroscopia se encarga de proporcionar informacién importante
sobre las vibraciones moleculares de un material o sustancia. Las moléculas estan
formadas por &tomos interconectados, y aunque los &tomos no son "bolitas" y las
conexiones no son "resortes"”, se comportan de manera muy parecida cuando estan
juntas, lo que hace que vibren constantemente en torno a una posicion de equilibrio
[43].

El efecto Raman se basa en la dispersion inelastica de la luz que se produce cuando
la materia es irradiada por una fuente de luz monocroméatica. Después de que esta
luz monocromatica haya interactuado con la muestra, una parte muy pequefia de

ella ha cambiado su longitud de onda [44].

Cuando la radiacion electromagnética interactia con la materia, los atomos y las
moléculas que componen la materia, ya sea en estado gaseoso, liquido o sélido,
entran en un estado de mayor energia, donde permanecen por un corto periodo de
tiempo y luego regresan a su estado original previamente lleno de energia [45]. El
tipo de cambio debido a la energia radiante utilizada, determina los diferentes tipos
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de espectroscopia conocidos. Entonces, en términos generales, en el espectro
infrarrojo cercano (700 — 2500 nm) se utilizan fuentes de radiacion infrarroja, que
emiten fotones de menor energia, provocando excitaciones vibratorias y

rotacionales en moléculas sin transiciones electrénicas [46].

La espectroscopia vibracional obtiene informacion analitica de los cambios
producidos por las transiciones entre los niveles de energia vibracional de los
enlaces quimicos moleculares estimulados por la radiacion electromagnética. Los
atomos que componen las moléculas no estan en posiciones fijas, sino que vibran

y giran constantemente [46].

En términos mas especificos, la espectroscopia Raman se encarga de proporcionar
informacion importante sobre las vibraciones moleculares en un material o
sustancia. En este efecto se observan tres vibraciones con frecuencias e
intensidades diferentes las cuales proceden segun la radiacion de esparcimiento.
Por ejemplo en la vibracidbn Rayleigh, las moléculas muestran un frecuencia e
intensidad igual a la de la luz, mientras que las vibraciones Raman cuenta con una
informacion diferente; las vibraciones Stokes nos brindan menor frecuencia pero
mayor intensidad, y las ondas anti-Stokes nos da mayor frecuencia pero menor
intensidad (Fig. 7).
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Figura 8 Diagrama de Jablonski que representa transiciones de energia cuantica
para el esparcimiento de Rayleigh y Raman

De las tres vibraciones, la vibracion observada en el espectro Raman las ondas

Stokes son las que se perciben en este tipo de espectroscopia, que ellas nos
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permiten ver los enlaces o grupos funcionales mas fuertes molecularmente de una

sustancia (fig. 8).
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Figura 9 Vibraciones moleculares al contacto con laluz

2.5 VIBRACIONES MOLECULARES

Las moléculas hacen cierta actividad de trasladarse y rotar, mientras que sus
atomos estan en vibracion. De acuerdo a la teoria de movimiento oscilatorio, la
vibracion puede considerarse como “la combinacion de varios movimientos
vibratorios simples”, dependiendo de la complejidad molecular que tenga la
sustancia o el material. Estas vibraciones pueden dividirse en dos grupos principales
los de tensién y los de flexién [47]. Las divisiones que tiene cada grupo pueden
conocerse como deformaciones ya que el movimiento que realizan es en diferente
direccién y sentido, estos son representados por algun tipo de simbologia griega,
por ejemplo tijereteo como delta (5) y simétrico como ni (v), son importantes porque

en la mayoria de la literatura se manejan por estos simbolos (fig. 9).
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Figura 10 Tipos de vibraciéon molecular
De acuerdo a los movimientos vibracionales, cada sustancia o materia tiene
moléculas con cierta energia de vibracion, pero ésta energia puede variar en la
absorcion de fotones conforme a la region del infrarrojo. Cuando la molécula
absorbe la energia, se dice que pasa a un estado de vibracion superior en el que ni

los modos de vibracién, ni sus frecuencias llegan a variar, pero si cambia la amplitud

de la vibracion [48].

La tabla 5 muestra algunos ejemplos de vibraciones moleculares al estar en

contacto con la espectroscopia Rama, indicando su respectiva longitud de onda.

Tabla 4 Vibraciones moleculares de algunos enlaces

Tipos de Vibracion Cm-1
Silicatos 500
NO3 500 - 600
C-H 600 - 800
C-F 700-1250
C -l 900 - 1100
c-C 1000 - 1400
Cc-Cl 1340 - 1465
C -Br 1350 - 1420
O-H 1410 - 1450
H 1620 - 1680
N-H 1640 - 1780
C-H 2100 - 2260
NO2 2215 - 2275
C=N 230 - 1250
cC= 2850 - 2960
cC=0 3200 - 3500
c=C 3200 - 3570
co2 3590 - 3650

tomada de la referencia [47]
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Existen otro tipo de enlaces moleculares que pueden encontrarse en otro tipo de
sustancias que en ocasiones estan expresados de diferente manera a los elementos

gue ya conocemos [49], un ejemplo de ellos se puede observar en la tabla 5.

Tabla 5 Significado de algunas vibraciones moleculares

Vibracion molecular Significado

v(Cs) Vibracién simétrico de cesio
Tyr Tirosinasa

O(CHy) Vibracion de tijereteo de metileno
Trp Triptéfano
Phe Fenilalanina

Tomada de la referencia [49]

Cabe mencionar que de acuerdo al tipo de sustancia las vibraciones que se detecten
dependeran del equipo de espectroscopia ya que los rangos que suelen tener

pueden mostrar o no los enlaces moleculares.

2.4 Tipos de ruidos Raman

Uno de los problemas que mas se pueden observar durante la toma de espectros
Raman de cualquier sustancia o material, es la obtencién de ruido, ya que este
puede alterar la posible determinacion de picos o bandas Raman en cuanto a su
intensidad o desplazamiento [50]. El ruido se puede definir como el conjunto de
sefales que no son de interés o que ocasionan perturbaciones a la hora de analizar
un conjunto de datos. Los ruidos pueden clasificarse de diferente manera (tabla 6),

debido a que pueden ser generados por diferentes fuentes (fig.11) [50].

Tabla 6 Tipos de Ruido que puede obtener un espectro Raman

TIPOS DE
RUIDO

CAUSA DEL RUIDO

Es el ruido mas comdn en las muestras liquidas, debido a que es

Ruido de

disparo causa de las fluctuaciones aleatorias de la corriente eléctrica del

dispositivo a través de un conductor, provocadas por el hecho de que

a)

la corriente se realiza en cargas discretas en los electrones [50].
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Ruido generado

por la muestra

c)

Ruido generado
por la

instrumentacién

Ruido

computacional

Ruido generado

por fuentes

externas

d)

Este ruido es generado por la propia muestra ya que incluye
emisiones no deseadas, como es el caso de la fluorescencia, la cual
se produce si al incidir un foton sobre una molécula, este es absorbido
la molécula pasa a un estado electrénico excitado donde permanece
por unos nanosegundos, para después saltar a otro estado excitado
de menor energia, liberando un foton de frecuencia mas baja que el
incidente. Este ruido también incluye los cambios de intensidad
debido a

concentracion [51].

los cambios en la muestra no relacionados con la

Este tipo de ruido depende especificamente de la instrumentacién
empleada en el andlisis, por ejemplo, del detector, que puede
encontrar el ruido térmico y Johnson que se produce por la agitacion
térmica de los portadores de corriente en un elemento resistivo, de
igual forma existe el ruido de lectura o contacto, entre muchos otros
[52].

Se refiere al ruido que es introducido durante el escaneo de la sefial

de salida del detector [53].

Este ruido se genera cuando el detector no solo registra la intensidad
de la luz generada por la muestra, si no también, detecta luz de alguna
fuente externa de la instrumentacion, por ejemplo, una lampara a la

luz del sol entre otros [54].
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Figura 11 Tipos de ruidos en el espectro Raman

Imagen tomada de la referencia [47]
2.6 ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES (PCA)
Al trabajar con muestras se tiene que determinar las variables implicadas en su
andlisis, a mayor cantidad de variables usadas las combinaciones en parejas
aumentan de acuerdo a la ecuacion 2.1, (donde n! es el nimero de variables y 7!
es el tamafio de grupo), este tamafio de grupo lo fijamos a 2, ya que, es posible
observar las correlaciones positivas y negativas que existen entre cada par de

variables [55].

n!
r'(n—-r)! (2.1)
Lo ideal es reducir el nimero de variables sin perder informacién y una manera de
hacerlo es por medio del andlisis de componentes principales o mejor conocido por
sus siglas en inglés como PCA (Principal Component Analysis), es un método que
realiza una proyeccién en un espacio p-dimensional con p variables a un espacio k-
dimensional simplificando la dimensionalidad de los datos ya que k < p, esto permite
extraer facilmente informacion de grandes grupos de datos ideal para la mineria de
datos, pero usado en campos como: bioestadistica, marketing, sociologia ya que
permite representar datos en espacios bidimensional o tridimensional para un mejor

analisis estadistico o de correlacion entre variables o grupos de variables [55].
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El empleo de PCA, requiere el uso de algebra lineal, como: vectores propios
(eigenvectores) y valores propios (eigenvalores) de la matriz de correlaciones o de
la matriz de varianzas-covarianzas [56]. EI método PCA calcula una matriz
proyectando las variables en un nuevo espacio donde se muestran la similitud entre
variables por medio usualmente de la covarianza ya que se aprovechan sus

propiedades. En una matriz A de n x n, su eigenvector ¥ presenta dimensiones nx1

tal que [56]:
A-v=1-v (2.2)

donde el nimero A es el eingenvalor y los eigenvectores son aquellos que, al ser

multiplicados por esta matriz, resulten en el mismo vector o en un mdultiplo entero de

él. Considerando el siguiente ejemplo:
G Dx(@)=Ce=+x() 2.9

El vector resultante de (?6}) es multiplo entero (4 veces) del vector original: 4 x (2)

y, por tanto, un eigenvector de la matriz.
Cabe mencionar que dentro de las propiedades de los eigenvectores se encuentran

las siguientes [58]:

e Solo las matrices cuadradas (n x n) tienen n nimero de eigenvectores, pero
existen sus excepciones.

e El eigenvector escala su magnitud al ser multiplicado, pero conserva sus
propiedades, manteniendo su direccion y sentido.

e Sin importar el ndmero de dimensiones, todos los eigenvectores son

perpendiculares, facilitando la expresion de datos con los eigenvectores.

Es necesario que los eigenvectores sean unitarios (longitud 1). Considerando el
siguiente ejemplo:

Necesitamos obtener el médulo del vector:

J(3%2+22) =13 (2.5)
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Al dividir este eigenvector por el valor de 2.5, se obtiene el vector unitario:

3) . 3/V13
(Z)Tm:<2 /ﬁ) =9

Y para recuperar el valor original de los eigenvectores se empelan los eigenvalores
[56].

Cada componente principal calculada es un eigenvector midiendo la cantidad de
variabilidad (informacién), donde la maxima cantidad de variabilidad se encuentra
en los primeros 2 0 3 ejes, pero si la variabilidad es > 1 indica que la componente
principal explica mas varianza que las variables originales, por eso es necesario
estandarizar las variables para tener una media 0 y desviacién estandar de 1, o las
variables con mayor varianza dominarian al resto, podemos no estandarizarlas si
tenemos las mismas unidades. La estandarizacion se lleva a cabo restando a cada

componente la media y dividiendo entre la desviacion estandar de la variable [57].

A diferencia de las técnicas de aprendizaje supervisado y no supervisado, la

estandarizacion no tiene efecto sobre el resultado.

2.6.1 CALCULO DE LOS COMPONENTES PRINCIPALES

Los componentes principales son eigenvectores que se calculan sobre variables
normalizadas y que se encuentran en la matriz de correlaciones (donde los
elementos de la diagonal son igual a 1). Generalmente, se podran obtener tantos
componentes principales distintos como variables disponibles. La eleccién se
realiza de manera que la primera componente principal sea la que mayor varianza
obtenga; la segunda debe obtener la maxima variabilidad después de la primera y
asi sucesivamente, eligiendo un porcentaje suficiente de varianza total que pueda

representar o describir bien al problema [58].

El objetivo es identificar las combinaciones lineales que mejor representan las
variables X1, X2, Xs3...Xp. Y (Z1,Z2,Z3...,Zm) siendo M < P combinaciones lineales de
las p variables originales, es decir [58]:

14
z = Z B jmX; (2.8)
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donde ¢ Pom-..Ppm SON las cargas o loadings de los componentes principales

[60].

Los loadings dan idea sobre qué peso tiene cada variable en cada componente,
cada loading de longitud (d = p), define la direccién en el espacio sobre el cual la
varianza de los datos es mayor. La combinacion lineal se normaliza para no
aumentar la varianza, para que la suma de cuadrados de los loadings se iguale a 1
[59].

Si las variables no se estandarizaran antes de aplicar PCA, los loadings de las
variables con mayor varianza serian muy altos con respecto al resto, ademas de

gue una componente principal estaria muy influenciada por esta variable [59].

Cabe mencionar que no existe un método objetivo para escoger el nimero de
componentes principales que son suficientes para un analisis, por lo que depende
del juicio del analista y del problema en cuestion. Si explican suficiente variabilidad
y el objetivo es la visualizacion de los datos, no se suelen escoger mas de tres
componentes principales, para asi facilitar la representacién grafica y la
interpretacion [59].

EJEMPLO DE PCA
Se tiene un conjunto de datos aleatorios (columna 1 y 2 de la tabla), de solo 2
dimensiones, esta simpleza es para poder proporcionar apoyo visual por medio de

gréaficos de los datos, y mostrar cémo funciona el ACP en cada paso.

Paso 1: Obtener los datos iniciales
Paso 2: Calcular la media de los datos con la formula siguiente
i=1%i

media =
n

Céalculo de la media de los datos: x=1.81 y=1.91

Paso 3: restar la media obtenida a cada uno de los datos
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X y X' y'

3.5
2.9 3
25 24 069 049 3 5 P
@24
05 07 -131 -121 2.5 2.2
22 29 039 099 e
2 16 16
19 22 0.09 029 . .
3.1 3 129 1.09 L5 11
0.9
23 |27 049 @ 0.79 1 o7 b
16 019 -0.31
11 -081 -0.81 0.5
15 16 -031 -031 0
11 09 -071 -1.01 0 1 2 3 4
Tabla 8 Datos originales
y ajustados Figura 13 Muestra de datos originales del
ejemplo ACP

Paso 4: Calcular la matriz de covarianza de los resultados de varianza y

covarianza con las férmulas siguientes

n —
img (X1 —2)?

n . _
Var(x) = 2 2,* D0y

cov(x,y) = 2

n n
Dado que los datos son bidimensionales, la matriz de covarianza sera de 2 x2, la

matriz se arma, calculando la covarianza entre la variable x’, y'.

Cov = (0.616555 0.615444)

0.615444 0.716555

Paso 5: Calcule los eigenvectores y los eigenvalores de la covarianza

Dado que la matriz de covarianza es cuadrada, podemos calcular los eigenvectores

y los eigenvalores de esta matriz.
Eigenvector

(—0.735178 —0.677873)
—-0.677873 —0.735178

Eigenvalor

(1254027)
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Paso 6: elegir componentes y formar un vector de caracteristicas

(

—0.677873)
—0.735178

Se puede observar en la figura los datos representados de los dos eigenvectores,

se debe elegir el vector, que su recta esté mas cerca de los puntos que en este caso

son los datos ajustados.

15 :
| 0.99 105
. -
1 Q 0.79
L]
0.49
0.5 .29 Q
°
024
-1.5 -1 05 0 s, 05 1 15
03® LN
7 05 031,
-0.81 .~ :
@101
-1.21 ) 1
Q.
1.5

Figura 14 Grafica de los datos normalizados con los eigenvectors (media restada)

Paso 7: derivacién de los nuevos datos

Datos finales = fila caracteristica del vector por la de fila datos ajuste de la tabla 7

X
-0.827
1.777
-0.992
-0.274
-1.675
-0.912
0.099
1.144
0.438
1.223

y
-0.175
0.142
0.384
0.130
-0.209
0.175
-0.349
0.046
0.017
-0.162

Tabla 9 Datos nuevos y

ajustados

0.5
0.4
0.3
0.2
&

0

-0.1

-0.3
L]
-0.4

Figura 15 Grafica de los componentes
1y 2 del nuevo conjunto de datos
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Debido que el ejemplo era solo de dos variables, lo que obtenemos como resultado
es un giro de los datos originales sin perder sus caracteristicas. Como se puede ver

en la figural4.

CONCLUSION

En este presento la anatomia del o0jo, asi como la fisiologia y composicion lagrimal,
ademas de las bases y fundamentos de las caracteristicas tomadas en las
concentraciones por medio de espectroscopia Raman y analizada con PCA que se
tomaron en cuenta para la realizacion de la metodologia que se presenta en el

capitulo siguiente con los datos obtenidos.
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CAPITULO 3

METODOLOGIA DEL TRABAJO

En este capitulo se explican los métodos utilizados para caracterizar biomarcadores
lagrimales, se describe la manera de obtener espectros Raman de cada

biomarcador y su respectivo analisis de datos.

3.1 UBICACION ESPACIO-TIEMPO

Las actividades de investigacion se desarrollaron dentro del laboratorio del Grupo
de Instrumentacion de Optica Biomédica (GIOB), ubicado dentro del Instituto
Nacional de Astrofisica, Optica y Electrénica (INAOE), entre enero y mayo de 2023,
donde, se realizaron concentraciones de lagrimas sintéticas de los principales
biomarcadores de la pelicula lagrimal, y la adquisicion de sus respectivos espectros

Raman.
3.2 CONCENTRACION DE LOS BIOMARCADORES

Se conoce como concentracion quimica a la cantidad de soluto (sustancia), que hay
en una determinada cantidad de disolvente (liquido) [60], el componente con mayor
proporcién debe ser el disolvente, si hay poco soluto y la concentracion es pequefia,
se le conoce como concentracion diluida, pero si hay mucha concentracién del
soluto y la concentracion es grande a esta se le denomina saturada. Para determinar
la cantidad necesaria del soluto en una concentracion se debe utilizar la formula de

porcentaje masa volumen tal como se muestra a continuacion [61]:
%mV == x 100 (3.1)

En esta formula m es la masa medida en gramos y V el volumen medida en ml. Esta
ecuacion tiene tres variables, proponemos usar como constantes una masa
conocida de soluto y un porcentaje conocido, lo que debemos calcular es el volumen
de los biomarcadores encontrados en la lagrima, despejando el volumen de la

ecuacion se obtiene la ecuacion 3.1.
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V= mx 100 (32)

%mc

Esta formula permite calcular el volumen dependiente de la masa del soluto y el
porcentaje, permitirhd calcular con precision concentraciones pequefias. Las
unidades deben ser representadas en partes por millon (ppm), ya que es la unidad
usada frecuentemente para medir el volumen que ocupan pequefias cantidades de
elementos dentro de una mezcla. Generalmente se refieren a porcentajes en peso
en el caso de los sélidos, y en volimenes en el caso de gases, por lo que la formula

3.2 debe quedar de la siguiente manera [62]:

ppm = gramos del soluto X 1’000’000 (3.3)

mililitros del solvente

De esta manera se calculan las diferentes concentraciones de los biomarcadores

de las lagrimas sintéticas.

3.3 ARREGLO EXPERIMENTAL
En esta seccion se describe el tipo de espectrometro que se utilizdé y aquellas
caracteristicas necesarias para obtener los espectros Raman de cada una de las

concentraciones de los biomarcadores lagrimales.

3.3.1 Caracteristicas del espectrometro Raman

El espectrometro Raman que se utilizé dentro del laboratorio GIOB es un modelo
QE65000 de la compafia Ocean Optics ®, el cual incluye un arreglo lineal de pixeles
CCD conectados con todos los circuitos necesarios para la operacion. Este usa un
detector de enfriamiento TEC de 1044x64 elementos CCD Hamamatsu, el cual
opera a través de una USB (sin funcionamiento del TEC), o de una fuente de
alimentacion +5VDC, controlada por un microcontrolador, por lo tanto todos los
pardmetros operativos se ejecutan por medio del software de interfaz a la unidad, la
resolucion oOptica esta entre 0.14 a 7.7nm FWHM (~ 6 cm-1), sus dimensiones son
182mm x 110mm x 47mm y su peso es de 1.18 Kg (fig.15) [63] .
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7
30-Pin Connector

a) b)
Figura 16 Componentes del espectrémetro Ocean Optics ®, a) vista exterior del
espectroémetro, b) componentes internos del espectrémetro. Tomadas de: Manual
de Ocean Optics

Los Componentes principales del espectrometro Raman QE65000 son parte
esencial para el analisis de las muestras (tabla 8) los cuales cumplen con ciertas
funciones de operacion [64], en la tabla 9 mostramos las funciones fundamentales

del espectrémetro, sus componentes son mostradas en la figura 15.

Tabla 10 Componentes del espectrometro y su funcion

Componentes Funcion

Asegura la entrada de la fibra en el espectrémetro para que la luz
1. Conector entre y pase por la fibra que la conducira al banco 6ptico desde el
conector.
Es una pieza de material oscuro que contiene una abertura
2. Rendija rectangular. Esta abertura regula la cantidad de luz que pasa al
banco Optico y controla la resolucién espectral.
) Se encarga de restringir las radiaciones 6pticas para la validez de
3. Filtro las regiones de longitud de onda determinada.
Después de que la luz entre por el espectrometro y pase a través
del conector, la rendija y el filtro, reflejan la luz en el espejo
4. Espejo colimador
colimador y este se hace un haz de luz paralelo para incidir en la
rejilla de difraccion.

Se encarga de descomponer la luz que le incide del espejo

5. Rejillade ) ) - )
) » colimador, lo que permite especificar la longitud de onda y las
difraccion )
resoluciones del espectrometro.
6. Espejode Recibe la luz reflejada desde la rejilla y enfoca la luz en el detector
Enfoque CCD.
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Capta la luz proveniente del espejo de enfoque. Este lente se

7. Lente de encarga de arreglar cada pixel que proviene de alguna zona del
coleccion del espectro y este genera una respuesta digital (datos que vemos en
detector la computadora), a este arreglo se le conoce como enfriador TE que

mantiene la temperatura del detector.
Este detector elimina los efectos de segundo orden y utiliza una
8. Detector CCD rejilla HC-1 en un sistema de 200-959 nm de longitud de una onda

en el espectrémetro QE65000.

Informacién tomada de: Ocean Optics, Installation and Operation Manual

Adicional a los elementos descritos el espectrometro requiere de otros aditamentos
para su funcionamiento como la punta de prueba (fig. 16) cuenta con un filtrado
optico de 10 y ofrece una atenuacion eficiente de la linea Rayleigh para espectros
de fondo, de igual forma tiene una sonda liviana y compacta, ademas contiene un
obturador de seguridad manual, para proteger al usuario de la luz laser de
excitacion. Esta conectado para acoplar a la mayoria de las combinaciones del laser

del espectrémetro.

Figura 17 Punta de prueba del espectrémetro Raman.
Tomada de: http://www.inphotonics.com/probeRPB.htm

Siendo un poco mas especificos, en la tabla 10 se sefialan con mejor precision

algunas de las partes importantes que integran a la punta del espectrometro Raman.
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Tabla 11 Caracteristicas y especificaciones de las partes de la punta de muestra del
espectrémetro Raman QE65000

PARTES DE LA PUNTA ESPECIFICACIONES

Cabemal G e Son de aluminio anodizac!o 4,.2 x 1,5x 0,5, con
punta de sonda de acero inoxidable.

Rango espectral 250 — 3900 (Stokes)
Longitud de onda de excitacion 5 /85nm
(espectrémetro Raman QE65000)
Distancia de trabajo 7mm (estandar) 5 o 10mm opcional

combinacion permanente alineada de dos fibras
individuales de 105um y 200um, con micro
Optica de filtrado y direccion, cubiertas de
poliuretano resistente

Disefio patentado para el filtrado completo de la
Filtro linea laser y las contribuciones espectrales de
cuarzo de las fibras de entrada y salida.
Informacién tomada de: http://www.inphotonics.com/probeRPB.htm

Fibras

Combinando todos estos componentes, como se muestra en la Figura 17, el
espectrometro Raman desempefia su funcién correctamente para la deteccion de
los biomarcadores de la pelicula lagrimal.

El laser emite luz infrarroja a una longitud de onda de excitacion de 785 nm, lo que
hace que la luz se bifurque a través de la punta con dos fibras, una para recolectar
y conectar al espectrometro, y otra que va a la fuente de iluminaciéon. Una vez que
la sefal llega al espectrémetro, donde se produce el efecto Raman, se envia a un
ordenador conectado al espectrémetro via USB, y el programa Spectral Suite

permite la observacion de los espectros obtenidos de la sustancia.

@Espectrémetro
@Compufodora I_ -

[ ——

Q9
/ \' Wy,
1) Muestra

Figura 18 Esquematico que muestra la partes en las que se ensambla el
espectrometro Raman
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3.3.2 SOFTWARE SPECTRA SUITE

Después de adquirir la muestra con el espectrometro en conjunto, se utiliza el
software Spectra Suite ®, es la plataforma mas completa para la recopilacion,
almacenamiento y analisis de datos espectrales de Ocean Optics. Este programa
permite manipular y observar diferentes caracteristicas durante su uso (fig. 18).

(SN ]

Wl wE [ ol e O eeeseT O] ) (e, ) -

+ B lIaQAaQaaa®&+4+ ?. SPTATR | Bé&m AG =

v

et} A

o o ado 0 o w0 1000
Wavelangth (nm)

Figura 19 Vista previa de la interfaz del programa Spectra Suite

Siendo un poco mas especificos dentro del programa podemos observar que éste
dividido en 5 areas diferentes tal como se muestra en la figura 19.

Ocean pt | rasSute %
Ee View Spectrometer Processing Tools wWindow Help 1 TOp menu

S| " Scans to N, Boxcar - Strobe/Lamp Eloctric Dark @ [E E
100/ miseconds j Reripsey 135 @ width o Enable: DI orein

2.Barra de Herramientas

Integration
Time:

[ Data Sources
.

~ +HODQAQaQRd ?. SHTATR| @A A@R -

- v Usei000 3 Panel de fuente de datos

iDataViews ﬂ f

SGwh® 4 Visualizacion de Datos ‘

5.Area grafica

Figura 20 Areas principales del programa Spectra Suite, 1) Top men(, 2) Barra de
herramientas, 3) Panel de fuentes de datos, 4) Visualizaciéon de datos, 5) Area
grafica

Cada area del software cumple con una funcién diferente, la cual nos proporciona
informacion sobre la muestra y el equipo utilizado (fig. 20).
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a) area de panel de fuentes
P

e
V USB4000

= -Acquisition
¢ (=-Int time: 100msz, avq: 1, boxcar:
=1 No Pre-processor, Scope Mod
= Result
Graph (A)
=) Properties
Serial Number: USB4F02160
~-Firmware: USB4000 1.01.11
Total Pixels: 3643
I Wavelengths: 345.0-1049.2 nm
=) Configuration
= -Bench
Grating: 03
Filter Wavelength: 000
sht Size: 200

{ Detector
.RQ Array Coating Mfq: AST
Array Wavelength: S
Lens: Installed

b) visualizacion de datos

‘Data Views 0 x
=1 Graph (A)
(= Result
= No Pre-processor, Scope Mode
(= Int time: 100ms, avg: 1, boxcar: 0
W USB4000 (USB4FO2160)

Figura 21 Area de panel de fuentes y de visualizacion de datos, a) area del panel, b)
visualizacién de datos eliminar o describir qué funciones tiene.

En este programa se encuentra una de las dreas mas importantes que lleva por

nombre barra de herramientas la cual tiene las siguientes funciones (fig.21):

Integration

i Wy

e o B
nillzeconds ¥ : e
| Avetage: Y

0

foycar Al ShobefLomp BocrcOak —_—
i | o O e Ol 0o

Figura 22 Barra de Herramientas, tiempo de integracién, exploraciones promedio,
boxcar y el control de adquisicion.

e Tiempo de integracion: se refiere al tiempo en el cual el CCD recoge los fotones,

se puede considerar como un tiempo de deteccion o coleccién de la luz.

e Exploraciones promedio: permite promediar lo espectros colectados.

e Boxcar: permite reducir el ruido y suavizar los espectros.

De igual manera el programa nos permite capturar cada uno de los espectros que

se van obteniendo de las muestras, estas deben irse almacenando en una carpeta

especifica y en un formato txt que nos permita observar los valores, esta captura se

muestra en la figura 22:
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Z SpectraSuite Save Spectrum

.. Spectrome... | Processing
160 |No Pre-proces

Spectrum View

Filename:

Deszired Spectrum: |Processed Spectrum |~ |

File Type: | OO Binary

Value

Format

~I

1000

F e name is required.

=00 &0
Wavelanath Cnm)

Figura 23 Ventana para guardar y almacenar los espectros obtenidos de la muestra

Este programa nos permite calibrar el espectrometro Raman, el cual debe colocarse

con los pardmetros de control y adquisicidon, como muestra la figura 23, se da clic

en ambos iconos que tienen la bombilla en color gris, este paso nos deja almacenar

el espectro oscuro de la muestra y luego muestra la sefial mas aproximado al cero.

Durante las mediciones se pueden ver dos ejes en la pantalla del software, el eje

“Y” representa la intensidad en unidades arbitrarias y el eje “X” representa el cambio

de intensidad Raman en unidades [cm-1] (fig. 23). Al iniciar la medicion en el eje de

la intensidad se debe observar una

sefal entre -5 y 5 de intensidad, si es menor

mucho mejor. Esto representa el rango del ruido inicial del software ya que la sefal

de ruido debe mantenerse al minimo en comparacién con la sefial que se va a

recopilar.

[ Graph (&) %]

—fmasannn

-

I:I—_le;_HATRi Bes caAa@ -

—_— L, JCUGSon

a00 500

000 700
Wavelenath (nrm)

Figura 24 Area de gréaficas, son importantes durante la toma de los espectros
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3.4 OBTENCION DE ESPECTROS RAMAN

Para la obtencién de espectros Raman bien definidos y sin demasiado ruido, lo
primero que se debe realizar es colocar el equipo en un lugar que le permita estar
lo mas oscuro posible para que el laser de emision evite interactuar con algo externo
a la muestra (lagrima sintética), esto es debido a que cuando la muestra entra en
contacto con la luz infrarroja se esparce en todas direcciones mediante vibraciones

moleculares.

Para el proceso de medicién de espectros con los biomarcadores propuestos
(albumina, lactoferrina, lisozima, glucosa) que forman parte de la lagrima. Se
consideraron los siguientes parametros que fueron ajustados experimentalmente y

que se presentan a continuacion:

e Temperatura ambiente de 20 a 26 grados Celsius

e Contenedores de cuarzo

e Distancia laser a la muestra de 7 a 10 mm

e Rango espectral de ruido al iniciar mediciones de -5 a 5 en intensidad.

e Biomarcadores puros: albumina, lactoferrina, lisozima y glucosa de la
empresa SIGMA, (https://www.sigmaaldrich.com).

e Software Spectra Suite

De cada biomarcador se obtuvieron 12 espectros por cada uno de los porcentajes
de concentracion y de los cuales se adquirié una media espectral para un rango de
longitud de onda de 200 a 1800 cm™.

3.5 APLICACION DE FILTRADO Y SUAVIZADO DE LOS ESPECTROS RAMAN
Dado los espectros de cada una de las concentraciones de los biomarcadores, el
siguiente paso consistio en la aplicacion de filtrado y disminucion de fluorescencia

obtenido por la muestra durante su medicion espectral.

Esta reduccion de fluorescencia se realiza a través de la aplicacion de minimos
cuadrados, es decir que se va ajustando una linea recta a los puntos del espectro.
La funcion para ajustar a los datos experimentales del espectro Raman puede

acoplarse desde un polinomio de grado uno[65], hasta el polinomio que se asemeje
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mas a la forma del espectro que se esta filtrando, esto lo podemos observar mejor

en la figura 24

350
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Figura 25 Ejemplo del ajuste de curva con minimos cuadrados para disminuir la
fluorescencia del espectro aplicando ecuaciones de a) primer grado, b) cuarto
grado, c¢) octavo grado

Los ejemplos anteriores muestran como se llevarian a cabo el filtrado de manera
manual. Sin embargo, aplicando el programa realizado en el grupo de
instrumentacién 6ptica biomédica (GIOB) en el software de MATLAB® [66], este
proceso se ejecuta de manera rapida, ajustando una curva gue pase lo mas cerca

posible del espectro obtenido (fig. 25) [66].

250

200

Intensity [a.u.]

—» Curva

100

Polinomial
Figura 26 Ajuste de curva polinomial con el programa de Matlab del espectro
obtenido
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Después de encontrar la curva mas semejante al espectro, esta se va restando a
cada punto del espectro un valor de la curva obtenida (fig. 26), lo que permite la
reduccion de fluorescencia, conociéndose como un pequefio ajuste que normaliza
todo al mismo nivel, creando una mejor visualizacion de los picos con mayor

definicion para cada sustancia (fig. 27).

Intensity [a.u.]

Curva

Polinomial Altura

ajustada

v v v
800 1000 1200 1400 1600 1800
Raman shift fcm A]

Figura 27 Ejemplo del ajuste de altura que hace el software de MATLAB®, para
restar la fluorescencia

Espectro Raman sin fluorescencia

— Espectro Raman sin procesar

40

35

30

25+

Intensity [a.u.]

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Raman shift [cm ‘1

Figura 28 Espectro Raman sin fluorescencia

El mismo programa de MATLAB®, también nos permite realizar el suavizado del
espectro, es decir que nos ayuda a eliminar el ruido de alta frecuencia que llega a
percibir el espectrometro Raman durante las mediciones y con esto dejar en mejor

calidad el espectro.

3.6 ANALISIS DE ESPECTROS RAMAN
Para comenzar con la caracterizacion de la lagrima, lo primero fue la adquisicion

espectral de los biomarcadores presentes en la pelicula lagrimal, albumina,
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lactoferrina, glucosa y lisozima, cuestion que no se ha reportado en la literatura,

para después poder localizar las bandas Raman caracteristicas de cada uno.

Utilizando el software de Matlab, después de tomar las 21 muestras de cada una de
las concentraciones de los biomarcadores, se obtuvo un espectro promedio de las
muestras, para posteriormente realizar el suavizado y filtrado de los espectros
Raman, asi como la deteccion de las bandas Raman y poder contrastar lo que

detectamos con los estudios encontrados en la literatura.

Por ultimo, se implementdé un proceso de clasificacion mediante analisis de
componentes principales con el objetivo de conseguir el porcentaje de relacion entre
las bandas espectrales principales.

CONCLUSION

Este capitulo present6 la metodologia que se utilizd para la caracterizacion de las
concentraciones de los biomarcadores , asi como el equipo Optico y softwares para

el andlisis y desarrollo de esta tesis.
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CAPITULO 4

RESULTADOS

En este capitulo se explican los resultados obtenidos con las concentraciones de
los cuatro biomarcadores. De igual manera, se muestra el espectro Raman para
cada biomarcador y se realiza un PCA para separar las diferentes concentraciones

mediante su espectro o las bandas espectrales dominantes.

4.1 CONCENTRACIONES DE LOS BIOMARCADORES

Como se mencion6 en el capitulo anterior de este trabajo, los biomarcadores
albumina, lactoferrina, glucosa y lisozima se obtuvieron de forma 100% natural, los
cuales fueron adquiridos de la empresa SIGMA tal como se muestran en la figura
28.

SIGMA

31-100 Lot 4 SLCFEl

SIGMA-ALDRICH, GO+ ol
USA +1.314.771-576%

Figura 29 Biomarcadores 100% naturales en sus respectivos frascos a) glucosa, b)
albumina, ¢) lisozima, d)lactoferrina

Una vez obtenidos los biomarcadores puros, se inicio el proceso de preparacion de
muestras con la férmula de porcentaje masa volumen (Ecuacion 3.3), de la cual se
conoce el porcentaje de concentracion y masa aproximada del soluto dentro de la
lagrima, por lo que se calcul6 el volumen del solvente, hasta encontrar el que mas
se parece a una lagrima (5-10 ul) [24]. La tabla 11 muestra las diferentes
concentraciones expresadas en porcentaje masa volumen y partes por millon

preparadas para cada uno de los 4 biomarcadores de liquido lagrimal analizados.
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Tabla 12 Resultados del volumen con cada biomarcador de acuerdo a sus partes

por millén, utilizando 0.02 gramos de masa

PPM % miv Masa Volumen
10.000 1% 0.02g 2 ml
100.000 10 % 0.02g 200 pl
200.000 20 % 0.02g 100 pl
300.000 30 % 0.02g 60 ul
400.000 40 % 0.02g 50 ul
500.000 50 % 0.02g 40 pl

Después de haberse obtenido los valores correspondientes de volumen en cuanto
a las concentraciones. Se hicieron disoluciones de cada biomarcador, en el cual el
solvente utilizado fue agua destilada y el soluto fue cada uno de los biomarcadores
puros. La muestra se coloc6 en un vaso de precipitados, la cual fue mezclada con
un iman magnético que se hizo girar a 80 revoluciones por minuto (rpm) hasta

obtener una muestra lo mas homogénea posible (fig.30).

Vasode <
precipitados -~ .~

_Iméan
Magnético

Revoluciones
por minuto

Figura 30 Vaso de precipitados con el iman magnético sobre la mezcladora
Posteriormente de haber logrado obtener la mezcla homogénea, la muestra se

colocé en contenedores de cuarzo para su analisis en el espectrometro Raman.

4.2 RESULTADOS DEL ESPECTROMETRO RAMAN
Dado que los valores de volumen y masa de las soluciones semejantes a la lagrima

son pequeiias del orden de micro litros y miligramos, realizamos una escala de estos
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valores en un factor de 10, es decir aumentamos 10 veces el tamafio de la masa 'y
el volumen en proporcion a lo obtenido en la literatura con respecto a los
biomarcadores de la pelicula lagrimal. Aunque se hizo este aumento en el volumen
para el andlisis Raman solo se ocup6 el volumen de 10 pl, la cual se manipuld con
una jeringa de insulina (fig. 30), ya que es la cantidad de lagrima que queremos

analizar con el espectrometro.

biomarcador por medio de una jeringa de insulina de 100ul

Los 10ul por concentracion de cada biomarcador se fueron colocando en un
contenedor de cuarzo (fig.31), este se utilizé debido a que no genera ruido extra en

la muestra.

Figura 32 Contenedor de cuarzo transparente con la muestra

Justo después de colocar correctamente la muestra, se acomoda el contenedor

debajo de la punta del espectrémetro Raman, dejando una distancia alrededor de 7

59



a 10 mm desde la muestra hasta la punta, que es la distancia ideal para obtener el

analisis molecular del espectro.

Después de ajustar los parametros anteriores entre la punta y la muestra, la muestra
y el espectrometro se aisla de radiaciones externas, colocandolo en un lugar oscuro
(fig.32).

Figura 33 Laser en contacto con la muestra

Posterior a la colocacion de la muestra, se debe calibrar el espectrometro Raman
en el software Spectra Suite a un rango de -5 a 5 de intensidad, con un tiempo de
exposicion de 8 segundos, boxcar de 2 y exploraciones promedio de 6, el laser de
excitacion con una longitud de onda de 785 nm, el cual se dejé con una potencia de
200 mW, que es una potencia suficiente para hacer vibrar las moléculas de las

disoluciones y registrar el espectro Raman.

Cabe mencionar que para llegar a los parametros ideales que se mencionan en el
parrafo anterior, se realizaron diferentes tipos de pruebas, tanto en la cantidad de
lagrima necesaria para la deteccion de las vibraciones moleculares comenzando
con el minimo de 5 pl, asi como de la potencia necesaria, el tiempo de integracion,
los boxcar y las exploraciones promedio que nos ayudaran a mantener la muestra
y nos permitiera tomar mas de 10 espectros por concentracion. Un ejemplo de esto
se muestra en la figura 33, en el cual se maneja un volumen de 5 ul y la potencia se
fue cambiando para evitar la evaporacion de la lagrima sintética y podemos observar

qgue al disminuir la potencia el ruido se hace mas presente en cada uno de los

60



espectros, de igual manera se puede notar la disminucion de intensidad en sus
bandas espectrales debido a la disminucién de energia que provoca que las
vibraciones moleculares disminuyen de igual manera.

— 200 mW — 100 mW
1000 a) 500 b)

800
400

600

Intensidad
Intensidad

400

200

0 100
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Desplazamiento Raman Desplazamiento Raman

C) —20mwW

Intensidad

-10
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Desplazamiento Raman

Figura 34 Espectros tomados con diferente potencia, a) 200 mW, b) 100 mW,
¢) 20 mW, con el mismo tiempo de integracion de 8 segundos el boxcar de 1y las
exploraciones promedio de 3, teniendo la misma distancia del laser a la muestra

Al observar el comportamiento de las sustancias al disminuir la potencia, otra prueba
que se realizd, fue mantener la potencia y cambiar el tiempo de integracién, este se
fue aumentando de los 8 segundos como minimo hasta los 12 segundos como
maximo para obtener el espectro bien definido, de igual manera al hacerlo, solo se
tenia tiempo de conseguir 12 espectros en un tiempo mas extenso que abarcaba
hasta los 144 segundos, tal como se muestra en el ejemplo de la figura 34. En este

podemos observar que al ir aumentando el tiempo de integracién la intensidad
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también a aumentando a pesar de tener la misma potencia, es decir que si

incrementa el tiempo incrementa la sefial vibracional.

4 segundos
250 550 b) 8 segundos
a)
500
450
200
400
350
150
300
250
b 200
150
50 100
200 400 600 80O 1000 1200 1400 1600 1800 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
800
C) —— 12 segundos

700

600

500

400

300

200
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Figura 35 Espectros tomado con una potencia de 100 mW y con tiempos de
integracion diferentes, a) 4 segundos, b) 8 segundos, c) 12 segundos, teniendo un
boxcar de 1, exploraciones promedio de 3y teniendo la misma distancia de laser a

la muestra

Después de realizar las pruebas necesarias, los resultados obtenidos fueron tener
10 pl de lagrima como minimo, un tiempo de exposicion de 8 segundos, boxcar de
2 y exploraciones promedio de 6, con una potencia de 200 mW, que al final dejaba
tomar los 12 espectros por concentracion, pero que se conseguian en menos de la
mitad del tiempo que con las otras pruebas, es decir que de 144 segundos para
obtener los espectros, simplemente se pasé a 96 segundos en cada concentracion

de los biomarcadores.
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4.3. CARACTERIZACION DE LOS BIOMARCADORES LAGRIMALES

En esta seccion se presentan los espectros de cada biomarcador puro, con
fluorescencia antes de ser suavizados Y filtrados, es decir en espectro crudo el cual
muestra algunos de sus picos mas intensos a simple vista (figura 35). Lo que nos
permiti6 obtener los grupos funcionales de cada uno de los biomarcadores en
diferentes desplazamiento Raman e intensidad.
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Figura 36 Espectros crudos de los biomarcadores lagrimales puros, indicando los
picos mas intensos que se pueden observar a simple vista, a) glucosa, b) lisozima,
c)albumina, d)lactoferrina

Teniendo el espectro de cada uno de los biomarcadores, el siguiente paso fue
utilizar el programa de Matlab, el cual realiza el suavizado, filtrado y normalizado de
cada espectro, por medio de los minimos cuadrados, con la finalidad de hacer mas
visibles los picos importantes, ademas de hacer mas facil su lectura, tal como se

muestran los espectros procesados de la lactoferrina desde un espectro crudo hasta
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uno suavizado y normalizado (fig.36). Nos permitié observar con mejor claridad los
grupos funcionales con mayor enlace molecular de acuerdo a su intensidad,

desplazamiento Raman y su forma.
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Figura 37 Proceso del programa de Matlab para los espectros a) espectro
suavizado, b) espectro sin fluorescencia

Una vez comprendido el programa de Matlab, el siguiente paso con cada uno de los
biomarcadores fue obtener los espectros Raman para las disoluciones en
concentraciones de 20%, 10%, 5%, 4%, 2% y 1%. Con la finalidad de observar la
tendencia de los picos, ademas de visualizar el cambio de intensidad que van
teniendo cada uno sin desaparecer, es decir que pueden alcanzarse a percibir a
pesar de que el solvente es mas alto que el soluto, poniendo como ejemplos a la
sustancias de glucosa y albumina para entender mejor lo que se realizé. De igual
manera se muestran los espectros suavizados Yy filtrados (fig. 37-38) después de
pasar por el programa de Matlab obteniendo todos las concentraciones en conjunto
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Figura 38 Espectros suavizados y filtrados de las concentraciones del 20%, 10%,
5%, 4%, 2%, 1% de los biomarcadores de albumina, mostrando la tendencia en el
desplazamiento Raman de sus picos.
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Figura 39 Espectros suavizados y filtrados de las concentraciones del 20%, 10%,
5%, 4%, 2%, 1% de los biomarcadores de glucosa

Dado que se pudieron encontrar las tendencias entre picos e intensidades, el

siguiente paso es comparar la ubicacion de los picos junto el de los enlaces

guimicos de cada biomarcador, con los que se encontraron en la lectura y los cuales

se presentan en la tabla 12.
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Tabla 13 Ubicacion de bandas principales respecto a su desplazamiento Raman de
cada biomarcador

O e G RED e

667

828

940
1131
1189
1447
1584
1605
1616
1655

509
529
577
603
661
700
761
879
936
1014
1198
1240
1304
1432

663

837

936
1125
1179
1439
1577
1605
1614
1665

510
534
567
610
663
705
755
876
930
1021
1191
1240
1312
1432

v(Cs)
Tyr
v(CC)
v(CC)
V(CN)
0(CH2)
Phe
Phe
Tyr
Amide |

V(S-S)
Trp
Trp
Phe

v(C-S)

V(C-S)
Trp
Trp

v(C-C)
Trp

Tyr and Phe
Amide 11l

Trp
N-H

425
608
779
843
916
1109
1225
1297
1332
1406

Literatura
(Ainscough
et al., 1980)

521
939
1005
1247
1290
1447
1500
1575
1657

421
604
77
843
906
1111
1227
1307
1336
1407

Lactoferrina
Raman

513
936
995
1247
1300
1437
1510
1585
1654

S (C2-C1-01)
v(C-C)
v(C-C)
O(COH)
O(CCH)
C-0-C
O(CCH)
O(CH>)
O(CHy)

5(CH20H)

Enlaces

c-Si
SiO2
Phe
Amide I
Trp
OCH:
Tyr
Trp
Amide |

Cabe mencionar que de acuerdo con la literatura los picos que se obtienen de las

muestras, pueden tener un desplazamiento considerado de +10 para que sean

tomados en cuenta en comparacién con el espectro que obtuvo al realizarse el

estudio de los biomarcadores. Después de filtrar los espectros, el obtener las banda

espectrales, nos ayudd a encontrar una comparacion de diferentes enlaces de

acuerdo al desplazamiento Raman de cada biomarcador.
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4.4 CLASIFICACION A TRAVEZ DEL PCA

Luego de encontrar los enlaces funcionales de cada uno de los biomarcadores, se
realizo el proceso, para el analisis estadistico, ademéas de presentar los gréficos
obtenido de toda la experimentacion adquirida.

En esta primera sesién se presentaran los 12 espectros de cada uno de los
biomarcadores sin estar procesados, es decir antes sin quitar la fluorescencia que

cada espectro tuvo durante la toma de la muestra.

4.4.1 PCA DE LOS ESPECTROS NO PROCESADOS

Se tomaron los 4 biomarcadores, de cada concentracion se obtuvieron 12
espectros, cada uno de los espectros dio una longitud de onda e intensidades para
realizar la matriz que nos ayudoé a procesar los datos, se tomo la longitud de onda
de los 12 espectros obtenidos por cada concentracion, en este caso se presentaran
las de 100, 20, 10, 1 por ciento ya que asi se podran visualizar mejor los resultados

de cada uno.

Una vez obtenidos todos los espectros de cada muestra, se prosigue a analizarlos
con un codigo en el software de Matlab (apéndice A), con la finalidad de obtener las
gréficas con los nuevos componentes. Teniendo los resultados que se presentan a

continuacion:
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Figura 40 Resultado del ACP en 2D de los cuatro biomarcadores, a)albumina,
b)glucosa, c)lactoferrina, d) lisozima

De igual manera se obtuvieron resultados en 3 dimensiones antes de ser

procesados por el programa de filtrado, que nos permitié observar la separacién en

la que se encuentra cada una de las concentraciones por biomarcador.
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Figura 41 Resultados en 3 dimensiones del ACP con la concentraciones de 100%,
20%,10%,1%, de los 4 biomarcadores a) albumina, b) glucosa, c) lactoferrina, d)
lisozima

De esta manera podemos observar como se colocan las concentraciones por
regiones dentro de las diferentes dimensiones a pesar de no ser espectros
procesados, tomando en cuenta las caracteristicas de los porcentajes de 100%,
20%, 10% y 1%, como la intensidad en promedio de cada una de ellas,

agrupandolas en un solo sector en especifico.

4.4.2 RESULTADO DEL ACP CON ESPECTROS PROCESADOS
Debido a la fluorescencia que los espectros tomados tenian, llegan a colocarse
demasiado separado uno de otros, los que nos podria dar a entender que el analisis
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estaria mal, por esta razon se decidido realizar el ajuste de curvas y reducir esta

fluorescencia, quedando los resultados de la siguiente manera:
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Figura 42 Resultados en 2 dimensiones de los espectros procesados de las
concentraciones al 100%, 20%, 10%, 1% de los biomarcadores a) albumina,

b)glucosa, c) lactoferrina, d) lisozima
Al igual que en los resultados de los espectros no procesados, en estos también se
hicieron los de 3 dimensiones para observar mejor el agrupamiento de los espectros

en una region.
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Como podemos observar con los espectros procesados (fig.42), se nota una mejor
region y agrupacion de ellos en cada uno de los biomarcadores, que con los
espectros no procesados (fig.41), lo que facilita la comparacion entre ellos, de igual
manera se considera realizar mejores concentraciones con mayor cantidad de
biomarcadores que nos ayuden a obtener resultados mas satisfactorios, ya que en
algunos biomarcadores las regiones estan colocadas las caracteristicas de cada

concentracion pueden llegar a confundirse.

4.5 ESTUDIO PREVIO LAGRIMAL IN VIVO

En este estudio previo se comparo los espectros obtenidos de lagrimas sintéticas
con espectros de lagrimas extraidas in vivo de 10 voluntarios aleatorios, es decir
que podian tener una patologia en especifico 0 no, en este estudio previo se
obtuvieron 6 voluntarios sanos y 4 con diabetes mellitus tipo 2.

Las lagrimas in vivo fueron obtenidas por medio de un capilar sin heparina que
cuentan con un didmetro interno de 0.5mm y de largo con 100mm (fig.43). Esta
técnicas es el método que nos permite recuperar el mayor volumen sin irritar la

superficie ocular, ademas esta reconocida desde los afios 80 (Jones et al., 1997).

Figura 44 Capilares de vidrio utilizados para obtener lagrima in vivo
Una vez obtenidas las lagrimas se colocaron en el espectrémetro Raman donde se
encontraron las bandas espectrales mas intensas para los biomarcadores (albumina

y glucosa) relacionados con la diabetes mellitus tipo 2.

Para obtener estos datos se llevo a cabo dos tipos de comparaciones, la primera
fue para ubicar los desplazamientos Raman que tenian las bandas espectrales,

como se muestra en la tabla 13. Donde se encontr6 que hay mas de 7 bandas
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espectrales que coinciden con las de la literatura encontrada, dandonos un

resultado favorable al encontrar los biomarcadores en la lagrima in vivo.

Tabla 14 Comparacion de bandas espectrales de los biomarcadores de albuminay
glucosa con la lagrima de un paciente

o

G67 665

828 | 828

940 938 it 783
083 1082 843 843
1125 1130

44T 1430 i 3

1984 1579 103 1l

BIs LB g m
1616 1622

gss gy MO6 1403

El segundo método fue evaluar los espectros obtenidos de cada biomarcador con
la forma de lagrima in vivo, es decir que se trabajé observando los espectros filtrados
de cada biomarcador con el de la lagrima in vivo. Se obtuvieron resultados de igual
manera favorables, ya que pudimos comparar ciertas formas de los espectros
obtenidas e identificarlos por cada biomarcador, lo que nos indica que se pueden

encontrar en un paciente sano.

-
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Figura 45 Comparacion de espectros de un paciente Sano (azul) con los de glucosa
(vino) y albumina (amarilla)
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DISCUSION

De acuerdo al estudio de 2008 realizado en Reino unido con lagrima de bostezo en
el que fueron utilizadas diferentes técnicas de espectroscopia Raman en el que se
tuvieron 3 voluntarios para el andlisis de la lagrima, se tuvo que realizar una
preparacion especial para cada muestra. Sin embargo, en esta tesis se descubrid
que no es necesario realizar algun tipo de preparacion en la muestra lagrimal antes
de colocarla en el espectrometro, ademas de que se puede conseguir la lagrima
completamente basal, lo que permiti6 encontrar los parametros y volumen

necesario para obtener las vibraciones moleculares.

De igual manera en 2020 y en 2013 se realizaron estudios con los biomarcadores
de albumina y lactoferrina que estan relacionados con diferentes enfermedades del
organismo y del ojo, fueron estudiadas con sustancias completamente puras y
analizadas con espectroscopia Raman, es decir que no se manejo con algun tipo
de concentracion como lo realizamos en esta tesis en la que podemos observar la
disminucién de intensidad en los picos pero prevaleciendo en su desplazamiento
Raman. Lo que nos llevd a obtener resultados favorables con la espectroscopia
Raman, los espectros individuales que se obtuvieron por cada concentracion de los
biomarcadores, nos ayudaron a conocer como trabajaban al estar mezclado con el

agua, ya que esto ultimo es lo que mas se encuentra en la lagrima.

Ademas de mencionar que la técnica mas comun que se utiliza para la deteccién de
diabetes es por medio de la extraccion de sangre y es de forma invasiva, mientras
que para la obtencién de lagrima es minimamente invasiva y presenta un riesgo
minimo para el personal de salud, en cuanto a con microorganismos de transmision,
como son los virus de la hepatitis By C y el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH).

De esta manera los resultados obtenidos, encontraron que los biomarcadores
seleccionados de albumina y glucosa, asimismo la técnica de obtencion de lagrima,

desempefiaron un rol importante y significativo para la deteccion de ciertas
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enfermedades, no solo oculares sino también aquellas que puedan estar afectando

a todo el sistema inmune.

CONCLUSION

En este capitulo se muestran los resultados obtenidos en cada una de las
concentraciones con su respectivo espectro procesado y analizado, ademas de
presentar una pequefa prueba de ensayo para deteccion de grupos funcionales de
los biomarcadores de la lagrima in vivo. De igual manera dando una pequefia
discusion comparativa con lo encontrado en la literatura presentada en capitulos

anteriores.
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CONCLUSION A LA TESIS

La metodologia desarrollada y los experimentos realizados nos permiten contribuir
en el estado del arte con los objetivos y preguntas de investigacion que se
plantearon al principio de esta tesis. Se concluye que con el espectrometro Raman
logramos conocer las bandas espectrales de cada biomarcador lagrimal importante
para el diagnostico de cierto tipo de enfermedades oculares: albumina, glucosa,

lactoferrina y lisozima.

Hemos contribuido con una metodologia no encontrada en la literatura para obtener
bandas Raman de emision de cada biomarcador lagrimal albumina, glucosa,
lactoferrina y lisozima, en pequefias concentraciones al nivel de una lagrima real

humana.

Desarrollamos un método experimental apoyado en Matlab que nos permite
discriminar entre ruido y sefial Raman de los biomarcadores empleados albumina,

glucosa, lactoferrina y lisozima.

Desarrollamos una metodologia basada en el analisis de componentes principales
para clasificar diferentes concentraciones de cada uno de los biomarcadores

analizados.

Se desarrollo un estudio previo que permitira detectar la presencia de los

biomarcadores analizados en una lagrima real en pacientes diabéticos.

76



TRABAJO A FUTURO

Encontrar las bandas espectrales de cada uno de los biomarcadores en la pelicula
lagrimal in vivo. Discriminar apropiadamente las concentraciones de cada

biomarcador presente en una pelicula lagrimal.

En un futuro proximo los biomarcadores analizados serdan empleados para el
diagnéstico de cierto tipo de enfermedades oculares: albumina, glucosa, lactoferrina

y lisozima. Entre las inmediatas diabetes y 0jo seco.

Realizar un estudio clinico en paciente con diabetes y 0jo seco.
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GLOSARIO

AAO: American Academy of Ophthalmology

ACP: Analisis de Componentes Principales
COESPO: Consejo Estatal de Poblacion

GIOB: Grupo de Instrumentacion y Optica Biomédica
INEGI: Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica
ml: mililitros

NECL: Biosensor en lententes de contaco

NIH: National Institute of Health

nm: nanémetros

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

rpm: revoluciones por minuto

SSA: Secretaria de Salud

SDS: Electroforesis en gel

UFL: Unidad Funcional Lagrimal

pl: microlitros

VIH: Virus de inmunodeficiencia humana
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APENDICES
Apéndice A

Diagrama de flujo para remover la fluorescencia.

Selecciona el archivo
con el espectro

El archivo tiene el
Suavizar espectro obtenido formato y tamafio

adecuado

A = datos del espectro suavizado
Graficar: A

Usar un polinomio o
aumentar el grado del
polinomio usado

El espectro tiene
fluorescencia

B = datos del espectro Buscar los picos y guardar
ajustado desplazamientos Raman

82



Apéndice B

Diagrama de flujo para el PCA

Selecciona el archivo
con el espectro

El archivo tiene el
Suavizar espectro obtenido formato y tamafio

adecuado

A = datos del espectro suavizado
Graficar: A

Usar un polinomio o
aumentar el grado del
polinomio usado

El espectro tiene
fluorescencia

B = datos del espectro Buscar los picos y guardar
ajustado desplazamientos Raman
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