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Usualmente llamamos “biopsia” a un procedimiento médico invasivo mediante el cual se toma una muestra de
tejido y se remite al laboratorio de patologia para su andlisis con fines diagndsticos. A diferencia de ésta, una
“biopsia Optica” es un procedimiento no invasivo de diagnostico, en el que se que realiza un andlisis del tejido con
un sistema Optico mediante técnicas laser, infrarrojo, fluorescencia, espectroscopias, microscopias, entre otras. Es
decir, no se extrae una muestra del tejido del organismo. Al tejido a analizar se accede a través de la superficie del
cuerpo, (incluido el andlisis de la propia piel), o por via endoscopica a la superficie de la mucosa de cualquier
cavidad. Sus principales ventajas respecto de la biopsia convencional se centran en evitar tanto la posibilidad de
diseminacion de células malignas cuanto los retardos propios de la biopsia convencional. Esto es primordial en los
casos que el diagnostico rapido de malignidad permite un tratamiento inmediato, ya que esta técnica realiza in-situ
el andlisis de los cambios bioquimicos de los tejidos de pacientes. No obstante se requiere un exhaustivo trabajo de
investigacion para correlacionar los resultados de la biopsia convencional con los de la biopsia dptica antes de
implementar un servicio que solo atienda a los pacientes por biopsias dpticas. En el presente trabajo se describe la
técnica de Espectroscopia Optica de Fluorescencia y los resultados de algunos estudios preliminares de biopsias
Opticas realizadas mediante ésta, (en particular la autofluorescencia), comparando la fluorescencia natural del tejido
sano Yy del tejido patoldgico, de manera de contribuir al diagnéstico médico.
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The invasive medical procedure in which a sample of human tissue is removed and sent to the pathology laboratory
for analysis for diagnostic purposes is usually called “biopsy”. Instead, an optical biopsy is a noninvasive
diagnostic procedure that performs an analysis of the tissue with an optical system using different techniques such
as laser, infrared, fluorescence, spectroscopy, microscopy, among others. The sample of tissue of the body is not
removed. The tissue to be analyzed is accessed through the body surface, including the analysis of the skin itself, or
by endoscope to the mucosal surface of any cavity. Its main advantages over conventional biopsy are based on
avoiding the possible spread of malignant cells by the latter, and avoid the intrinsic delays of conventional biopsy,
in the cases in which the rapid diagnosis of malignancy allows immediate treatment, since this technique makes in-
situ analysis of biochemical changes of patient’s tissues. However, significant research work is required to correlate
the results of conventional biopsy with those resulting from optical biopsy before setting up a service that only
treats patients by means of optical biopsies. In this paper the technique of Fluorescence Spectroscopy Optics, as
well as the results of some preliminary studies of optical biopsies through it, (especially the autofluorescence) is
described, comparing the natural fluorescence of healthy tissue and pathological tissue, way of contributing towards
medical diagnosis.
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I. INTRODUCCION

Una biopsia dptica (BO), es una forma no invasiva de
diagnostico que por medio de un sistema Optico realiza
un andlisis del tejido en superficie o en profundidad.
Diagnostica sin una biopsia intrusiva, ya que NO extrae
el tejido del organismo. Al tejido a analizar se accede a
través de la superficie del cuerpo, incluido el andlisis de
la propia piel, o por via endoscopica a la superficie de la
mucosa de cualquier cavidad como la boca, faringe,
laringe, eso6fago, trdquea, estémago, vagina, Utero,
vejiga, ampolla rectal, colon, etc.

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

Segln la técnica empleada, los métodos de biopsia
Optica se dividen en dos grandes grupos:

1 Meétodos basados en imagenes: son aquellos en
los que se obtiene una imagen, y por eso el analisis es a
nivel morfoldgico. Ej: Tomografia de coherencia dptica
(OCT), Iméagenes de holografia digital (DHI),
endomicroscopia confocal, microscopia foto-acUstica
(PAM), etc. En la figura 1 puede observarse el rango de
resolucién que alcanzan las técnicas de imagen hoy en
dia.
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Fig. 1: Resolucién espacial (circulos) y penetracion axial (eje
Y) de los sistemas de imagenes médicas. (UH-OCT=0OCT
Ultra Alta resolucion, HR-CT=Tomografia computada de
alta resolucion, MRI=Resonancia magnética, el resto de las
siglas en el texto) (1).

2_ Métodos no asociados a imagenes: se refiere al
analisis espectral del tejido. Incluye la espectroscopia
(fluorescencia, reflectancia, dispersion fotonica eléstica,
etc.) con luz coherente o no coherente. De hecho el
término de Biopsia Optica se acufié para estos Gltimos
que quedan lejos del é&rea de accion de los
anatomopatdlogos. Debido a que estas técnicas detectan
caracteristicas fisicas y quimicas de los tejidos,
apartandose del analisis morfologico o imagenoldgico se
sugiere para ellas también el nombre de patologia
espectral.

Otra definicion de Biopsia Optica se refiere a aquella
que utiliza energia Optica para obtener informacion de
la estructura y funcion de los tejidos sin ser disruptiva
para los mismos (1). En ella se encuentra incluida
cualquiera de las técnicas no invasivas de obtencién de
imagenes de alta resolucion mediante cortes Opticos.
Esta definicion estd mas cerca de la competencia de un
anatomopatélogo por su formacion, ya que el
diagnostico se basa o bien en las modificaciones de la
histologia normal o en la morfologia de las células y el
tejido.

Il. ESPECTROSCOPIA
FLUORESCENCIA EN EL
TEJIDOS BIOLOGICOS

Cuando la radiacién electromagnética incide sobre
las células, éstas absorben radiacion y se producen
transiciones entre los niveles de energia de algunas
moléculas que forman la célula. Estas dependen de la
longitud de onda de la radiacion electromagnéticay del
tipo de moléculas. Una vez que las moléculas se han
excitado, puede ocurrir algin proceso de desexcitacion,
radiativo o no radiativo. Nosotros trabajamos en los
procesos de desexcitacion radiativos y en particular en
el fluorescente.

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

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

En la Tabla 1 se listan algunos fluor6foros
endoégenos que juegan un rol fundamental en las
transformaciones que ocurren en los tejidos durante la
carcinogeénesis (3).

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

280nm 350nm

325nm y 320nm
respectivamente.
365nm y 440nm,
respctivamente.

390nm y 410nm,
respectivamente.
470nm y 520nm,
respectivamente.

400nm y 450nm. £30nm y 690nm.

En un estudio por un método Optico, como la
espectroscopia Optica de  fluorescencia, se puede
obtener informacion significativa acerca de varios
fluor6foros presentes, como también de su ambiente
local. Esto se debe a que la célula en estados de
enfermedad generalmente posee velocidades de
metabolismo diferentes o estructuras alteradas y por lo
tanto hay variaciones en los espectros de emisién de
fluorescencia. Estas diferencias en los espectros estan
marcadas por la concentracion de fluoréforos (o su
distribucion a lo largo del tejido), el ambiente local que
rodea el fluoréforo, la arquitectura particular del tejido y
la atenuacion de la luz. Esta Ultima depende de la
longitud de onda y se debe a los croméforos presentes
en el tejido que absorben y no emiten fluorescencia.

La espectroscopia Optica de fluorescencia para el
analisis de tejidos bioldgicos depende tanto de la
concentracion y distribucion de fluoréforos presentes en
los mismos como también de su entorno
bioquimico/biofisico, ya que éste puede alterar la
cantidad de fluorescencia cedida y el tiempo de vida de
los fluoréforos. Los fluordforos, como también su
concentracion y  distribucion,  pueden  variar
significativamente entre capas de tejido, por lo que la
espectroscopia de fluorescencia en tejidos también
depende de la absorcion y dispersion que resulta de la
concentracion y distribucion dentro de sus diferentes
capas. Las propiedades de absorcion y distribucion de la
luz en los tejidos, afectaran tanto las longitudes de onda
de excitacion, como las de emision. Por consiguiente,
solo los fluor6foros contenidos en las capas de los
tejidos en la cual la luz de excitacion penetra y de la cual
la luz de emision fluorescente puede escapar, produciran
fluorescencia medible.

Resumiendo, la  espectroscopia  Optica de
fluorescencia, proporciona caracteristicas discriminantes
en el andlisis de los cambios bioquimicos y estructurales
de los tejidos en los estados de normalidad y patologia, y
es por ello que esta técnica, puede contribuir al
diagnostico médico a través de la observacion in-vivo de
pacientes (2).
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Fig. 2: Esquema de la técnica de espectroscopia Optica de
fluorescencia en el analisis de tejidos bioldgicos.

M. DESARROLLO
RESULTADOS

El equipo bésico consiste de una fuente de luz, un
conducto flexible que contiene la fibra Gptica para la
iluminacion y recoleccién de la luz, un elemento de
dispersion que separa la luz emitida entre las respectivas
longitudes de onda y un detector que mide las
intensidades a estas longitudes de onda. En este
escenario, la emision de fluorescencia, es medida en una
reemision geométrica en la cual la iluminaciéon vy
recoleccion de la luz son representadas en la misma
superficie del tejido bioldgico.

Las medidas del presente trabajo fueron realizadas
con un espectrofluorémetro portatil, que emite en 405
nm y detecta entre los 500 y los 800 nm. La figura 3
muestra fotos del dispositivo completo, del cabezal de
medicion, cuya fibra 6ptica mide 200 pm de didmetro y
de la pantalla del software del equipo en la que se grafica
el espectro.

EXPERIMENTAL Y

Fig.3: Espectrofluorémetro (Izquierda) - Cabezal (Centro) -
Pantalla del software del fluorémetro (Derecha)

En la figura 4 se muestran representados espectros
tipicos para un caso de lesiones perianales por HPV6 in-
vivo. Los numeros indicados en las curvas son los
correspondientes a la ubicacion espacial de las lesiones
observadas, segin la convencion del “reloj”. Un
esquema de dicha configuracién, se muestra a
continuacién en la figura 5.

Las muestras autofluorescentes denominadas como
3, 9 y 10 corresponden a lesiones patoldgicas, mientras
que la muestra 12 es el testigo tomado sobre piel sana.
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Fig 4: Espectros obtenidos para el caso de HPV6 perianal.
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Fig.5:Esquema representativo de la convencion de “reloj”, y
de la ubicacidn de las curvas representadas en la figura 3.

En la figura 4 se observa claramente que a pesar de
que las sefiales patoldgicas se ven afectadas en su
intensidad debido a la topografia corporal (efecto del
factor angular de observacion: cos 0), poseen la misma
estructura espectral.

Para ilustrar las diferencias en los espectros dadas
por los diferentes tejidos, en la figura 6 se muestra un
espectro correspondiente a epitelio sano de cuello de
Gtero tomado in-vivo, uno de tejido perianal y uno de la
palma de la mano.

=== Cuello de utero
Perianal
== Palma

Unidades arbitrarias

- ; - - - - - - - - - ,
500 550 600 650 700 750 800
Lonaitud de onda (nm)

Fig.6: Espectro tipicos de diferentes tejidos.

Si bien el fluorémetro es de baja resolucién, los
espectros observados que muestran nuestros resultados
preliminares y su eficaz correlacién con su origen (en el
caso expuesto, HPV6) indican un buen camino a ser
seguido relacionando Investigacion-Clinica-Tratamiento.
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