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Resumen

Las técnicas Opticas se emplean habitualmente en la practica
médica para el tratamiento y diagnéstico de patologias, incluyendo
aplicaciones de cirugia. Entre sus ventajas frente a técnicas que
emplean radiaciones en otras bandas del espectro
electromagnético u ondas acusticas, se encuentran su caracter no
ionizante, no invasivo 0 minimamente invasivo, la capacidad de
localizacion precisa y la ausencia de contacto. Una de las técnicas
diagnosticas mas relevantes utiliza el fenémeno de la fluorescencia
aplicada al ambito biomédico. La fluorescencia es un fenémeno
producido por la interaccion entre un material y la radiacion
Optica, de tal forma que es capaz de reemitir radiacion a longitudes
de onda distintas, habitualmente superiores. Las caracteristicas
diagnosticas dependen fuertemente del tipo de fluoréforo
empleado, que debe también cumplir restricciones de
biocompatibilidad para su aplicabilidad biomédica. Este trabajo se
focaliza en dos fluoréforos aprobados para uso clinico: azul de
metileno y verde de indocianina. El objetivo consiste en analizar
experimentalmente las caracteristicas espectrales,
fundamentalmente de excitacion, lo que resulta imprescindible
para su uso eficiente en la practica clinica. Se analiza esta
dependencia espectral con diferentes disolventes y a diferentes
concentraciones. De esta forma es posible conocer los rangos de
longitudes de onda 6ptimos para su aplicacion clinica diagnéstica.

1. Introduccién

La dptica aplicada a la biomedicina requiere del estudio de
la interaccion luz-tejido biolégico. Desde el punto de vista
Optico, los tejidos se pueden definir como medios turbios
multicapa, es decir, presentan, ademas de absorcion, un alto
esparcimiento. Cuando un haz de luz incide en un tejido
bioldgico ocurren cuatro fendmenos fisicos béasicos de
manera mesoscopica: reflexion, transmision, esparcimiento
y absorcion. Estos fendmenos condicionan la propagacién de
la radiacién éptica en medios bioldgicos. Para estimar su
influencia, y caracterizar adecuadamente un tejido, se
pueden definir propiedades dpticas como el indice de
refraccion, el coeficiente de absorcién, el coeficiente de
esparcimiento y la anisotropia de esparcimiento [1].

La absorcion es una interaccién cuantica de gran
importancia, ya que condiciona la capacidad de penetracion
de la radiacion incidente. En consecuencia, se puede utilizar
esta propiedad para aplicaciones de diagnéstico o
tratamiento, segin convenga. Resulta especialmente
interesante la llamada ventana terapéutica, que comprende
un rango aproximado de longitudes de onda entre los 600 y
los 1300 nm. En esta ventana terapéutica los componentes
bésicos de la mayor parte de los tejidos bioldgicos presentan
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una baja absorcion, con lo que la profundidad de penetracion
de la radiacion dptica aumenta.

El fendmeno de la fluorescencia se emplea en biomedicina
fundamentalmente para diagnostico de tejidos bioldgicos
[2]. Algunas sustancias intrinsecas de los tejidos bioldgicos
son capaces de producir el efecto de la fluorescencia, que en
este caso se denomina auto-fluorescencia. Para marcar
aquellos tejidos que no contienen materiales fluorescentes, o
al menos no con alta eficiencia cudntica, se utilizan
fluoréforos extrinsecos. Este segundo escenario es el mas
habitual en las aplicaciones médicas de la fluorescencia.

En este trabajo se pretenden caracterizar dos fluoréforos
extrinsecos aprobados para uso clinico: azul de metileno y
verde de indocianina. Ambos poseen la aprobacion de la
FDA (Food and Drug Administration) americana, y son
utilizados  habitualmente en la practica médica,
especialmente para la deteccidn de tejidos tumorales. En la
caracterizacion de fluordforos es fundamental conocer su
respuesta espectral, pues es esta respuesta la que se emplea
posteriormente como elemento diferenciador en el
diagnostico. Ademas, esta respuesta espectral determina la
eficiencia cuantica, y por lo tanto la irradiancia de la
radiacion emitida, lo que constituye un aspecto clave del
disefio de equipamiento destinado a medidas de
fluorescencia. De esta forma se puede facilitar la localizacién
de puntos concretos de la anatomia que de otra forma seria
mucho mas dificil, o incluso imposible, localizar.

Estos fluordforos bajo analisis son solidos en estado puro, lo
gue hace necesario el uso de disolventes para su uso clinico.
La administracion clinica de los mismos suele ser sistémica,
intravenosa, 0 en algunas ocasiones particulares tépica. En
cualquier caso, el medio de administracion suele ser liquido
0 en forma de aerosol. La concentracion de fluoréforo y el
tipo de disolvente generan diferentes interacciones, que dan
lugar a variaciones significativas en el espectro de
excitacion. Estas variaciones modifican en gran medida las
caracteristicas de la radiacién absorbida y emitida, lo que
hace cambiar por completo tanto la eficiencia como la
configuracion espectral del sistema diagndstico de deteccion.
En este trabajo se presenta la caracterizacion espectral de los
fluordforos azul de metileno y verde de indocianina con
diferentes concentraciones y disolventes, incluyendo entre
estos Ultimos distintas polaridades para analizar su efecto.

El trabajo se organiza la siguiente forma. En la siguiente
seccion aparecen los principios fundamentales del fendmeno
de la fluorescencia y de los fluor6foros empleados. La
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seccion tercera contiene una descripcion de la metodologia y
equipamiento empleados. En la seccion cuarta se presentan
los resultados experimentales y la correspondiente discusion.
Las conclusiones estan incluidas en la seccion quinta.

2. Fluorescenciay fluoroforos

La absorcion de la luz, responsable primera de la
fluorescencia, se produce principalmente a través de tres
procesos basicos: transiciones electrénicas (entre atomos y
moléculas, tipicamente entre el ultravioleta y el infrarrojo),
transiciones vibracionales (solo entre moléculas, regién
infrarroja) y transiciones rotacionales (solo entre moléculas,
infrarrojo y longitudes de onda submilimétricas). La
eficiencia de la absorcion de la luz a una longitud de onda
(M) por un medio absorbente esta caracterizada por la
absorbancia A()A) o por la transmitancia T(A) definidas en las
ecuaciones 1y 2 respectivamente [3].

A2) = log (g) = —logT(A) (1)

IO
T(A) =2 )

I
Donde Ify I, representan la intensidad luminosa media de
los haces incidente y transmitido, respectivamente. En
muchos casos, la absorbancia sigue la ley de Beer-Lambert:

AD =X 1l-c 3)

Donde £(A) es el coeficiente de absorcién molar expresado
en L/ (mol cm), ¢ es la concentracidon de la especie absorbida
en mol/L y | es la longitud del camino 6ptico expresado en
cm.

Una vez que la molécula ha sido excitada mediante la
absorcién de un foton puede volver al estado inicial mediante
la emision de fluorescencia. El diagrama de Perrin-Jablonski
(Figura 1) muestra los procesos posibles: absorcién de un
foton, conversién interna (IC), relajacién vibracional (VR),
fluorescencia, cruce intersistémico (ISC), fosforescencia,
fluorescencia retardada y transicion triplete (T)-triplete.
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Figura 1. Diagrama de Perrin-Jablonski.

La fluorescencia es la emision de fotones que acompafia la
relajacion singlete S1—S0. El espectro de fluorescencia se
localiza a una longitud de onda mayor (menor energia) que
el espectro de absorcion, causada por la pérdida de energia
en el estado excitado debido a la relajacién vibracional, lo
que se conoce como regla de Stokes. La diferencia entre el
maximo de la primera banda de absorcion y el maximo de
fluorescencia se denomina desplazamiento de Stokes. Desde

un punto de vista practico, la deteccion de un fluoréforo es
mas facil cuando mayor sea el desplazamiento de Stokes.

La respuesta espectral de un fluoréforo se obtiene mediante
un espectrofotdmetro o espectrometro. Se excita la muestra
mediante una lampara que emite un flujo de fotones
practicamente constante. A la cantidad de fotones contantes
incidentes en la muestra se la denota como No, y la
concentracion de fluoréforo con [A], ambos en mol/L. El
proceso descrito se puede expresar mediante la ecuacion
quimica:
kq

A+ hv—- A 4)
Al producirse una iluminacion continua, [A*] permanece
constante, lo que significa que [A*] es un estado estable. Si
se producen mediciones bajo estas condiciones se dice que
son mediciones de estado estable. Consecuentemente el
cambio de ratio [A*] es igual a cero [4]:

d[A*]
dt

=0= kaaNo - (k1s~ + kflr) [A*] (5)

Donde k,aN, representa la cantidad de fotones absorbidos
por unidad de volumen y por unidad de tiempo. La cantidad
de fotones emitidos por unidad de tiempo y de volumen se
puede calcular como:

ki
(kF+kny)

ip = ki[A"] = aly = aly®p (6)
Es necesario seleccionar el marcador de fluorescencia
(fluoréforo extrinseco) dependiendo de su finalidad.
Algunos ejemplos son: la protoporfirina 1X (utilizada en
terapia fotodinamica) [5], la fluorosceina, el azul de metileno
y el verde de indocianina. Se han seleccionado los dos
Gltimos para su caracterizacion durante el presente trabajo.
Los fluoréforos extrinsecos tienen una amplia aplicacion en
el ambito biomédico. Una aplicaciéon concreta es en la
deteccidn de tejidos tumorales. Al captar estas sustancias los
tejidos tumorales presentan el fenémeno de fluorescencia, al
contrario que los tejidos sanos.

El azul de metileno (MB), con nimero CAS 61-73-4, es un
compuesto quimico heterociclico aromatico, organico y
soluble en agua (40 g/L) y en etanol (15 g/L). Ademas, posee
un peso molecular de 319,85 g/mol y a temperatura superior
a 180°C se descompone [6]. Para su caracterizacion como
fluoréforo es importante determinar sus longitudes de onda
de excitacion y de emision que estan en torno a los 665 nm
y los 692 nm, respectivamente, ambas dentro del rango de
luz visible (400-780 nm), sabiendo que el rango de
absorbancia se encuentra entre 500 y 700 nmy el de emision
entre 650 y 850 nm. Dependiendo del disolvente utilizado se
generara distinta respuesta de excitacion y de emision. El
disolvente mas basico para utilizar es el agua destilada.
Durante este trabajo se va a realizar también la
caracterizacion del azul de metileno utilizando etanol para
analizar la influencia de los disolventes en los espectros de
excitacion de fluoroforos.

El verde de indocianina (ICG, IR 125), con nimero CAS
3599-32-4, contiene menos del 5% de yoduro de sodio, es un
colorante de tricarbocianina hidrofilico. Su peso molecular
es de 774,967 g/mol. Para su caracterizacion como
fluordforo es importante determinar sus longitudes de onda
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de excitacion y de emision que estan en torno a los 790 nm
y los 812 nm, respectivamente, ambas dentro del rango del
infrarrojo cercano, sabiendo que el rango de absorbancia se
encuentra entre 600 y 825 nm y el de emision entre 750 y
900 nm [7]. El ICG no tiene un aumento lineal de la
absorcion al aumentar su concentracion en dilucion.
Ademas, tiende a degradarse con la exposicion a la luz, esta
fotodegradacién depende también de la concentracién de
ICG en la muestra. La absorcién del ICG disuelto en agua
destilada esta caracterizada por la contribuciéon de
mondmeros y dimeros. La absorcién es dependiente de la
concentracion, en tanto en cuanto el comportamiento del
marcador se ve determinado por la formacién de dimeros. Se
va a realizar un estudio empleando etanol en vez de agua
destilada, viendo la variacién en los patrones de absorcion,
comprobando que con el uso de este disolvente la absorcion
no es tan fuertemente dependiente de la creacién de dimeros
y monomeros.

3. Metodologia y equipo experimental

Para analizar el efecto de la concentracion se han realizado
diluciones de azul de metileno y verde de indocianina en
agua destilada. Para el azul de metileno se ha estudiado el
rango de concentraciones desde 5 a 200 uM vy el verde de
indocianina entre las concentraciones 6,5 y 100 pM.
Preparadas las diluciones se obtiene experimentalmente el
espectro de excitacion de todas ellas, con objeto de observar
las posibles limitaciones que presenta utilizar agua destilada
como disolvente. Después, se han realizado experimentos
con el azul de metileno y verde de indocianina disuelto en
50% etanol, viendo la influencia de la polaridad del
disolvente en el espectro de excitacion. Ademas, el azul de
metileno se ha disuelto también en etanol puro para
completar el estudio. Para estos disolventes se han preparado
diluciones del azul de metileno a concentraciones 5, 25 y 50
MM. Para el verde de indocianina las concentraciones de
fluoréforo han sido de 6,5, 40 y 65 uM. Aunque podria ser
también de interés, en este trabajo y con el presente montaje
no es posible la medida del tiempo de vida de las substancias.

Rendija de
entrada

Elemento
dispersor

Fuente |:“> |:>

AN

Rendija de
Detector salida

Figura 2. Elementos basicos del montaje espectrométrico.

Para obtener el espectro de excitacién de los diferentes
solventes se ha utilizado un sistema espectrométrico basado
en el espectrometro Ocean Optics 650. Este espectrometro
consta de una fuente de luz que se aplica sobre la muestra
dispuesta en una cubeta, una sonda hueca y un detector, ver
Figura 2. Este ultimo es de tipo CCD lineal, es decir, mide
simultaneamente todas las longitudes de onda sin parte

movil, para prevenir el desgaste o la rotura de esta Gltima. El
rango de medida abarcar desde una longitud de onda de 350
a 1000 nm, es decir, contiene los rangos de la mayor parte de
la ventana terapéutica antes citada, con lo que resulta
suficiente para la realizacion de los experimentos que tienen
como finalidad caracterizar los fluoréforos.

4. Resultados y discusion

Experimentalmente, en primer lugar, se han obtenidos los
espectros de excitacion del azul de metileno y verde de
indocianina disueltos en agua destilada a diferentes
concentraciones observando como varia la absorcion en
funcidn de la concentracion. Los resultados demuestran una
dependencia que puede tener una gran influencia en el disefio
del equipamiento clinico. En el espectro de excitacion de
todas las disoluciones de los dos fluoréforos aparecen dos
picos en el espectro. El pico que aparece a longitudes de onda
menores se corresponde con la absorcion de fotones de
agregados y el otro a la absorcion de fotones por el propio
fluordforo. En la figura 3 se muestran algunos experimentos
realizados con el azul de metileno. En ella aparecen
claramente los dos picos mencionados.

2.5
2

O

2

€15

e 50 pM

g 1

2 @100 pM

0.5 200 pM

0

400450500 550 600 650 700 750 800
Alnm]

Figura 3. Espectro de excitacion del MB en agua destilada.

La formaciéon de agregados se debe a las interacciones
(fuerzas hidrofobicas, fuerzas de Van der Waals y puentes de
hidr6geno) entre el fluordforo y el agua destilada. Aunque
los agregados presentan absorcién de fotones, este hecho
reduce la eficiencia de fluorescencia, ya que aumentan las
fuerzas de interaccion. Este hecho provoca, en primer lugar,
la transferencia espontanea de electrones de un nivel de
excitacion elevado a uno inferior (conversion interna), y a
continuacion un cambio al estado triplete de algunos
electrones (cruce intersistémico). Ambas transiciones no
radiativas provocan la pérdida de sefial de fluorescencia. Un
pardmetro que trata de caracterizar este efecto es la
denominada concentracion limite. Esta se alcanza cuando los
dos picos de absorcion (dimeros y fluoréforo) toman el
mismo valor de absorbancia [8]. Esto ocurre, como se
muestra en la figura 3, para el azul de metileno a la
concentracion de 200 pM, y para el verde de indocianina a
entre 40 y 50 pM.

Para solventar la limitacién de la formacion de agregados se
selecciona un disolvente menos polar como es el etanol que
genera menos interacciones con los solutos. Para observar
experimentalmente la menor formacién de agregados se
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compara el espectro de excitacién de los fluoréforos
disueltos en agua destilada y en etanol al 50%. Los resultados
muestran cémo el pico de absorcidon que aparecia a
longitudes de ondas menores disminuye en gran medida. En
la figura 4 se muestra esta apreciacion cuando se disuelve el
verde de indocianina en 50% de etanol y agua destilada a la
concentracion 40 uM. El uso de etanol (un disolvente menos
polar) genera la disminucidn de la formacion de agregados y
por tanto consigue aumentar el rango de concentraciones a la
cual se consigue una excitacion eficiente del fluoréforo.

3
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Figura 4. Espectro de excitacion del ICG y etanol al 50%.

Ademaés, con el uso de este disolvente la longitud de onda de
excitacion se desplaza. Cuando se disuelve en etanol al 50%
el verde de indocianina se obtiene en el valor 791 nm (figura
4). A diferencia del MB, que al disolverse en etanol al 50%
no presenta ningln desplazamiento. En cambio, al disolverse
en etanol puro, el azul de metileno desplaza su pico de
excitacion a una longitud de onda menor de 656 nm. Los
valores de la longitud de onda de maxima excitacion del azul
de metileno y verde de indocianina son de importancia
capital en la aplicacion diagndstica de estos fluoréforos, ya
que cuando més cerca de estos valores se encuentren los
fotones que inciden sobre los fluoréforos, mayor parte seran
absorbidos, consiguiendo una mayor excitacion de los
atomos y moléculas y, consecuentemente, generando mayor
intensidad de fluorescencia. EIl problema es que el valor de
este parametro solo se puede determinar mediante la
experimentacion, ya que el espectro de excitacién varia
segun la estructura quimica del disolvente y del fluoréforo y
las interacciones que se generan entre ambos.

5. Conclusiones

La caracterizacion espectral del azul de metileno y verde de
indocianina es fundamental para el adecuado disefio de téc-
nicas diagndsticas fluorescentes. La absorbancia de los
fluordforos en agua destilada esta limitada por la formacion
de agregados y por lo tanto la excitacion solo es eficiente en
un rango de concentraciones. Este rango para el azul de me-
tileno se encuentra entre 5 y 100 uM. En cambio, para el
verde de indocianina esta entre 6,5 y 40 uM.

El verde de indocianina en agua destilada consigue obtener
mayores valores de absorbancia que el azul de metileno a la
misma concentracion. Esto repercute en que el verde de in-
docianina deberia mostrar mucha mas emision de fluorescen-
cia. La utilizacion de otros disolventes menos polares, en este

caso el etanol, consigue reducir la formacion de agregados.
Ademas, segln el disolvente utilizado la longitud de onda a
la cual se produce la méxima excitacion varia segun el disol-
vente. Todos estos resultados contribuyen a una mejor com-
prensién del proceso de emisién de fluorescencia en aplica-
ciones clinicas, asi como a determinar los parametros de con-
centracién o categoria de disolvente necesarios para el di-
sefio de equipamiento diagndstico de alta eficiencia, particu-
larmente en lo que se refiere al contraste o a la profundidad
de penetracion de las técnicas de imagen.
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