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RESUMEN

El objetivo de este trabajo, fue determinar los cambios morfolégicos del eritrocito humano al
irradiar con luz no coherente de un diodo electroluminiscente infrarrojo con una longitud de
onda de 940nm, la misma que se llevé a cabo en los laboratorios de Quimica, en la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo. El experimento consiste en la irradiacion de las
extensiones del tejido sanguineo, con una potencia constante de 10mW a varios intervalos de
tiempo: 30s, 60s, 180s, 300s, 600s y 900s, a partir de estos datos obtenemos la energia, las
muestras son presentadas en placas para su estudio. Entonces luego del trabajo de laboratorio
obtenemos los resultados que son analizados mediante software de anélisis estadistico SPSS y
para la prueba de normalidad de los datos obtenidos, se utilizé el test de Kolmogorov Smimov,
es asi como se demuestra la distribucion normal de los datos. La validacién de Hipdtesis se
utiliz6 el t de Student ya los resultados son normales. Luego del analisis estadistico los
resultados indican que, a mayor energia aplicada a las extensiones de sangre, las deformaciones
de los eritrocitos aumentan en diferentes tipos de deformaciones. En conclusién, en este
trabajo experimental se comprueba que en el tejido extendido y valores de Energia inferiores a
9000mJ, las deformaciones mas numerosas son los Dentados mientras que para 9000mJ las

deformaciones morfolégicas de los eritrocitos es de tipo Espiculares.

PALABRAS CLAVES: <BIOFiSICA>, <OPTICA>, <DIODO ELECTROLUMINISCENTE
INFRARROJO>, <CELULAS SANGUINEAS>, <ERITROCITO HUMANO >, <LUZ NO
COHERENTE>.
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ABSTRACT

The aim of this work was to determine the morphological changes of the human erythrocyte by
irradiating with non-coherent light from an infrared electroluminescent diode with a wavelength
of 940mm, the same that was carried out in the chemistry laboratories, in the Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo. The experiment consists of the irradiation of the extensions of the
blood tissue, with a constant power of 10mW at several time intervals: 30, 60, 180, 300, 600
and 900s, from this data we obtain the energy, and the blood samples are placed by plaques.
Then, after the lab work we get the results. These results are analyzed using statistical analysis
software SPSS and for the normality test of the obtained data, the Kolmogorov Smimov test was
used, this is how the normal distribution of the data is demonstrated. Student’s t was used for
the validation of Hypothesis and the results are normal. After the statistical analysis the results
indicate that: a higher energy applied to the blood extensions, the deformations of the
erythrocytes increase in the different types of deformations. In conclusion, in this experimental
work it is found that in extended tissue and Energy values lower than 9000mJ, the most
numerous deformations are the Dentate ones, whereas for 9000mJ the morphological

deformation of the erythrocytes is of the Spicular type.

KEY WORDS: <BIOPHYSICS>, <OPTICS>, <INFRARED ELECTROLUMINESCENT
DIODE>, <BLOOD CELLS>, <HUMAN ERYTHROCYTE>, <NON-COHERENT LIGHT>.
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INTRODUCCION

En la actualidad los diodos emisores de luz (LEDs) estan reemplazando rapidamente a otras
fuentes de iluminacion, son hoy la tecnologia preferida para diferentes aplicaciones terapéuticas.
Estos dispositivos son usados por sus propiedades analgésicas, Antiinflamatorias vy
bioestimulantes que presenta la irradiacion luminosa. Debido a que en la actualidad se necesita
establecer la dosis optima para el empleo clinico de este rayo, ya que bajo ciertas condiciones

pueden llegar a ser perjudiciales para la salud. (Davis, 2003)

Los eritrocitos o globulos rojos, son las células mas importantes de la sangre, la funcion principal
es el de transmitir oxigeno a todo el cuerpo, son células sin nucleo y altamente diferenciadas que

no poseen la capacidad de division. (Esperanza Purén, 2010)

En 1979 los cientificos M. Singh y T. M. Vatsala realizaron un estudio sobre la exposicion de
distintos niveles de energia sobre el eritrocito humano utilizado un l&ser de He-Ne, se obtuvo
como resultado cambios morfoldgicos del eritrocito humano, sefialando que estos cambios eran

por las propiedades de coherencia del laser y la polarizacién de la irradiacion. (Puron, y otros, 1996)

En 2010 Esperanza Purén y Antonio Fontela realizaron un articulo cientifico con el tema
“Cambios morfologicos del eritrocito humano irradiado con luz no coherente de un diodo
electroluminiscente infrarrojo”, ellos corroboraron que no es necesaria la coherencia de la onda
electromagnética para deformar los glébulos rojos. Esta técnica operatoria requiere de mucho

menos volumen de sangre que las técnicas consultadas en la literatura. (Fontela, 2002)

Este estudio se realizé posteriormente en el afio 1999 por fisicos cubanos cambiando la fuente de
luz laser de He-Ne por luz no coherente y no polarizada de un LED infrarrojo (IR). Los resultados
obtenidos con LED reflejaron las deformaciones ya reportadas, asi como la aparicion de otras
nuevas con la variacién de la energia. En este caso los cambios morfoldgicos no dependen de la

presencia de luz polarizada ni de luz coherente. (Puron, y otros, 1996)
El presente trabajo de titulacion consta de los siguientes capitulos:
El Capitulo | se presenta el planteamiento del problema de la investigacion, la justificacion en

base a antecedentes de investigaciones similares realizados alrededor del mundo y los objetivos

que fueron la base fundamental en el cumplimiento y desarrollo de este Trabajo de Titulacion.



Capitulo 1l se detalla el marco teorico el cual seré guia para el desarrollo del trabajo de titulacion
considerando los siguientes temas: Optica fisica y Optica geométrica, instrumentos opticos, la

célula sanguinea (eritrocito) y las diferentes deformaciones del eritrocito humano.

Capitulo 11l se explica la metodologia utilizada para esta investigacion como la hipétesis y
variables, tipo y disefio de investigacion, unidad de analisis, poblacion de estudio, seleccion de la
muestra, equipos y materiales utilizados, procedimiento para la obtencién de los datos y técnicas

de recoleccion de los mismos y su analisis e interpretacién.

Capitulo 1V se realiza la interpretacion de los resultados obtenidos en la investigacidn, como las
deformaciones morfoldgicas de los eritrocitos, las conclusiones, recomendaciones y la

bibliografia que permiti6 corroborar los resultados obtenidos en este Trabajo de Titulacion.



CAPITULO |

1. MARCO REFERENCIAL

1.1 Identificacién del Problema

El eritrocito o globulo rojo es la célula encargada de transportar el oxigeno en todo el organismo,
son células sin ndcleo y altamente diferenciadas que no poseen la capacidad de division, los
mismo que poseen una forma oval, bicdncava, aplanada, con una depresion en el centro, que
permite el intercambio de oxigeno con el medio que lo rodea otorgando flexibilidad para poder
atravesar los capilares, donde liberan la carga de oxigeno. Las membranas de los glébulos rojos
estan compuestas en mayor porcentaje de proteinas y lipidos, los mismo que bajo la accién de un
campo electromagnético sufren deformaciones morfoldgicas que comprende tamafio, forma y

color.

Debido al avance de la tecnologia se ha implementado la utilizacion de los LEDs para mejorar la
calidad de vida, por lo cual en los ultimos afios se ha estudiado los efectos de la luz sobre los
eritrocitos. Siendo necesario establecer la dosis éptima para el empleo clinico de este rayo ya que

bajo ciertas condiciones puede llegar ser perjudicial para la salud humana.

Desde que A. van Lewenhock reportd una deformacién eritrocitaria el dia 25 de septiembre de
1699 se inicia el estudio morfoldgico del eritrocito como sefial de una posible enfermedad y 280
afios después reportan deformaciones similares ocasionadas por un laser de He-Ne de baja
potencia, desde entonces se comienza el estudio de los efectos de la luz sobre los eritrocitos. Las
deformaciones reportadas en eritrocitos sanos sometidos a irradiacion, segun los autores citados,

es debido a la coherencia de la luz laser. (Esperanza Purén, 2010)

El presente trabajo de investigacion se ejecuta, porque no existen estudios previos realizados en
condiciones de la sierra ecuatoriana (temperatura, presion y altura), ya que en la actualidad existe
interés por el estudio de la interaccion de la luz coherente y no coherente con la célula viva,

irradiando eritrocitos utilizando una LED IR.



1.2 Formulacién del Problema

¢Cudles serdn los cambios morfoldgicos del eritrocito humano irradiado con luz no coherente de

un diodo electroluminiscente infrarrojo en la sierra ecuatoriana?

1.3 Justificacion

Debido al empleo actual de los campos magnético y electromagnético en el tratamiento médico
de diversas enfermedades, como son la terapia Foto-dindmica, la Terapia Magneto-Laser y la
Magnetoterapia entre otros, es necesario estudiar el efecto que estas fuentes puedan causar sobre
el cuerpo humano especialmente en los eritrocitos debido a que es la célula méas simple del

organismo Yy no presenta ntcleo.

Por otra parte, no solo poseen importancia biolégica, las ondas electromagnéticas de longitudes
de ondas comprendidas desde el ultravioleta que van de 10nm — 400nm y el infrarrojo con
longitudes de onda desde los 800nm - 2500nm, sino también porque que altera la forma y las
caracteristicas funcionales de los eritrocitos debido a que el campo magnético actla por la
presencia de hierro que tiene la hemoglobina, lo que indica que las ondas electromagnéticas son
capaces de dafar a los glébulos rojos lo cual vincula al tema tratado.

Por las razones antes mencionadas, en el presente trabajo de titulacion se propone verificar los
tipos de deformaciones de eritrocitos bajo la accion de la luz no coherente de un diodo
electroluminiscente infrarroja irradiando con una potencia constante y diferentes intervalos de
tiempos, la cual determinara los cambios morfoldgicos del mismo, pero en condiciones climaticas
en la sierra ecuatoriana. En este sentido, y considerando que en la facultad de ciencias de la
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo nos facilita el laboratorio de quimica instrumental
para realizar nuestro investigacion, el cual esta debidamente equipada con los materiales e
instrumentos de trabajo, creemos que es necesario implementar un esquema experimental para
estudiar los cambios morfoldgicos de eritrocito humano, ya que los resultados de esta
investigacion podrian ser utilizados en el futuro como ayuda en la sociedad general en el

diagnostico de enfermedades hematolégicas y tener como una dosis 6ptima para uso clinico.



1.4 Antecedentes

En el afio 1997, Esperanza Puron Sopefia, Antonio M. Fontela, Serleides de Roux y Sonia
Lopez. Realizaron un estudio de “Efectos bioldgicos de la luz no coherente y no polarizada de
GaAs en eritrocitos humanos” en el cual los bajos niveles de luz infrarroja provocan
modificaciones en las células humanas, el cual consistié en irradiar con un diodo GaAs infrarrojo
de 6 mW de potencia con intervalos de tiempo de 1 a 30 minutos en 82 pacientes. También se
encontré un umbral de tiempo que la luz induce cambios en las células sanguineas normales
cambiando su morfologia mostrando modificaciones independientes de la edad del paciente. Este
fendmeno puede explicarse considerando el movimiento de rotacion de los lipidos en ambas

superficies de la bicapa lipidica, su campo magnético e interaccion con la hemoglobina de hierro.
(Puron, y otros, 1996)

En el afio 1999, Pur6n — Sopefia, Antonio Fontela,Elda Palom,Carmen Camber, Serleides de
Roux, Arllene Pérez, Yaise Gonzalez. Realizaron un estudio de “Discusion de los efectos de la
luz con varias longitudes de onda en los eritrocitos humanos”. Los resultados se obtuvieron
utilizando diferentes fuentes de luz como Laser HeNe de 675nm y 785nm, laser GaAs de 904nm
y 940nm para la irradiacion de sangre. Se encontrd, que si se irradiaban los glébulos rojos un
tiempo determinado con estas fuentes las células sanguineas mostraban cambios diferentes a su
conformacion normal, comprobandose que existe un nivel de energia umbral de E = 35J/cm?, para
la deformacion de los eritrocitos y longitudes de onda mayores de 700nm, y otra energia de E =
1.74)/cm? para longitudes de onda menos de 700nm en ambos casos la deformacién aumenta con
el tiempo de irradiacién. Los cambios en la forma de los eritrocitos no son reversibles por su
naturaleza y son dependientes de la longitud de onda y el tiempo de irradiacion y son

independientes de la luz polarizada, la edad, el sexo y la raza en general. (Sopefia, y otros, 1999).

En el afio 2010 Esperanza Purdn, Antonio Fontela, Roberto Homs, Rodney Hechavarria, Elda
Palomo. Realizaron un estudio de “Cambios morfologicos del eritrocito humano irradiado con
luz no coherente de un diodo electroluminiscente infrarrojo” En el presente trabajo se realizd un
nuevo metodo experimental para analizar las deformaciones de los eritrocitos bajo la accion de
luz cuasi monocromatica no coherente. EI método consistié en irradiar extensiones del tejido
sanguineo con diferentes valores de potencias e intervalos de tiempo, como fuente de luz se
utiliz6 el LED del equipo de terapia luminosa FOTOTER 101-M obteniéndose las mismas
deformaciones reportadas para la irradiacién en volimenes grandes de muestra como se verifico
con las técnicas consultadas en la literatura bibliogréafica. Los resultados de esta investigacion

podrian ser utilizados en el futuro como ayuda en el diagndstico de enfermedades hematoldgicas.
(Pur6n, y otros, 2010).



En el afio 2011 A. M. Fontela y E. Purdn. Realizaron una investigacion de “Efecto del Campo
Magnetostatico sobre la Membrana del Eritrocito Humano” en este trabajo se observo las tres
deformaciones de la membrana del eritrocito ya reportadas para ondas electromagnéticas
coherentes y no coherentes y se encontrd una cuarta alteracion morfolégica, identificada como
pseudoinclusion eritrocitaria (PI), que ain no era reportada para las ondas electromagnéticas
antes mencionadas, ni para enfermedad alguna(se presenta como si la célula roja hubiera sufrido

“mordidas de raton” en todo el margen del disco celular. Esta apariencia es originada por el

adelgazamiento de ciertas zonas de la periferia) (Fontela, y otros, 2011)

En el afio 2016, Vanessa dos Santos Silva, Elizdngela Marcia de Carvalho Abreu, Renata
Amadei Nicolau, Cristina Pacheco Soares. Realizaron un estudio de “Analisis comparativo de
diferentes dosis de luz coherente (laser) y luz no coherente (diodo emisor de luz) sobre la
necrosis celular y la apoptosis: un estudio in vitro”. Este estudio consistia en evaluar la apoptosis
celular y la necrosis con distintos intervalos de tiempo, las mimas que fueron irradiadas con
diferentes dosis de luz coherente (laser) o luz no coherente (LED). Los resultados de esta
investigacion demostraron la estimulacion con laser o LED promovi6 un aumento de la necrosis
celular en una afeccion de alta densidad de energia caracterizada por una terapia de inhibicion
dependiente de la dosis. La irradiacion infrarroja laser o LED en dosis bajas (hasta 20J / cm2)
redujo el porcentaje de apoptosis en las células, mientras que las dosis altas (30J / cm2) elevaron
la apoptosis. (Silva, y otros, 2016)



15 Objetivos

1.5.1 Objetivo General

Determinar los cambios morfoldgicos del eritrocito humano irradiado con luz no coherente de un

diodo electroluminiscente infrarrojo en la sierra ecuatoriana.

1.5.2 Objetivos Especificos

» lrradiar eritrocitos utilizando una LED IR con una longitud de onda de 940nm.

Realizar el conteo de células deformadas por medio del microscopio 6ptico.

A\

» ldentificar y clasificar los tipos de deformaciones de los eritrocitos atendiendo a las

condiciones climaticas de la sierra ecuatoriana.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1 Optica fisica

Es una parte de la fisica que explica los fendmenos producidos por la interaccion de la luz con

objetos materiales, cuyas dimensiones son similares a las de la longitud de onda. (Davis, 2003)

2.1.1 Naturaleza de la luz

De acuerdo a Newton la luz estd compuesta por corpusculos que viajaban por el espacio en linea
recta; asi mismo Huygens, Young y Fresnel consideraron como ondas similares a las del sonido
gue requerian un medio para transporte (el éter), el cual posteriormente fue demostrado que
dichas ondas resulta de las vibraciones de campos eléctricos y magnéticos que no necesita un
medio material para propagarse porgue viaja en el vacio ; de la misma manera Maxwell considero
gue son como ondas electromagnéticas al encontrar sus caracteristicas similares a las ondas de
radio; asi también Plank considero que son paqguetes de energia Ilamado cuantos; finalmente de
Broglie en 1924 unifica la teoria electromagnética y la de los cuantos demostrando la doble

naturaleza de la luz (ondulatoria y corpuscular) (Fontela, y otros, 2011)

2.1.2 Laluz

La luz es una forma de energia radiante que se trasmite como una onda electromagnética se
propaga en el vacio con una velocidad constante de aproximadamente 300000km/s. La energia
radiante fluye en forma de ondas en cualquier medio con una direccién determinada (propagacion
rectilinea), y so6lo es perceptible para el ojo humano cuando interactla con la materia, que permite

su absorcién o su reflexion.
2.1.2.1 Propagacion de la luz
La luz se propaga con una trayectoria rectilinea (que representa la direccién y el sentido de la

propagacion de la luz) y con una velocidad constante en el vacio de aproximadamente

300000km/s. Cuando incide en un objeto se comporta de diversas maneras, desde el punto de



vista de la Optica geométrica y Optica fisica como son reflexion, dispersion, difraccion,

trasmision, absorcion y polarizacion (Garcia, 2007).

La luz emitida por las fuentes luminosas (fuente de luz puntual como lamparas) es capaz de viajar
a través de materia o en ausencia de ella, aunque no todos los medios permiten que la luz se

propague.

Desde este punto de vista, las diferentes sustancias materiales se pueden clasificar
en opacas, traslicidas y transparentes. Aunque la luz es incapaz de traspasar las opacas, puede
atravesar las otras. Las sustancias transparentes tienen, ademas, la propiedad de que la luz sigue
en su interior trayectorias definidas. Este es el caso del agua, el vidrio o el aire. En cambio, en las
trasltcidas la luz se dispersa, lo que da lugar a que a través de ellas no se puedan ver las imagenes
con nitidez. El papel vegetal o el cristal esmerilado constituyen algunos ejemplos de objetos

traslicidos.

2.1.3 Onda

Es una perturbacion que se propaga desde el punto de produccién hacia el medio que lo rodea
determinando algunas de sus propiedades fisicas como, la densidad, presion, campo eléctrico o
campo magnético que se propaga en el espacio vacio o a traves de un medio material como agua,
tierra, etc. transportando energia y cantidad de movimiento, las mismas se producen como

consecuencia de oscilaciones y vibraciones de la materia, propagandose en el tiempo. (Hewitt,
2017).

2.1.3.1 Caracteristicas de una onda

lonzmtud de onda

-

Amphitud

Direccion de
propagacion
de la onda

Figura 1-2: Caracteristicas de una onda
Fuente: (Laura, 2009)



Y

Cresta: Es el maximo valor positivo de la amplitud.

Valle: Es el méximo valor negativo de la amplitud.

Amplitud (A): Es la maxima distancia de cualquier punto de la onda respecto a su
posicion de equilibrio. Podria decirse que es la altura de la onda.

Longitud de onda (A): Es la separacién entre dos puntos méaximos de una onda con
amplitud definida, es decir la distancia entre dos crestas consecutivas o entre dos valles
consecutivos.

Frecuencia (f): Es la cantidad de ondas que se propagan en cada unidad de tiempo.
Periodo (T): Es el tiempo que emplea la onda en realizar un desplazamiento total,
llamada elongacién.

Velocidad de propagacion: Es el cociente entre la longitud de onda y el periodo.

2.1.3.2 Onda de luz

Es una onda transversal magnética, que resulta de las vibraciones de campos eléctricos y
magnéticos que no necesita un medio material para prolongarse viaja en el vacio como todas las

ondas electromagnéticas con una velocidad de 299.792.458 metros por segundo. (Hewitt, 2017)

Onda de luz

distancia ——»

Figura 2-2: Onda de luz
Fuente: (Davis, 2003)

2.1.3.3 Onda electromagnética

El conjunto del campo eléctrico y del magnético asociados a un mismo conductor se denomina
campo electromagnético y cuando todo el sistema de campos de desplaza, se dice que existe una
onda electromagnética, que transportan energia y momento la energia transportada viene descrita

por la intensidad, es decir por la potencia media por unidad de area incidente sobre una superficie
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perpendicular a la direccion de propagacion en el vacio a una velocidad de ¢ = 299.792 km/s.
(Revilla, 2000).

2.1.4 Espectro electromagnético

El conjunto de todas las radiaciones de distinta frecuencia en que puede descomponerse la

radiacion electromagnética se le denomina espectro electromagnético (Revilla, 2000).
» Ondas de radio
Es una perturbacion fisica producida por un intercambio energético originado por fuerzas

eléctricas y magnéticas que cambian periddicamente, desplazandose con el tiempo cuya longitud
de onda esta comprendida desde los 100 pum a 100 km.

» Ultravioleta (UV)

Es una radiacion electromagnética, forma parte de los rayos solares y resulta perjudicial para la
vida, aunque la capa de ozono filtra la mayor parte, evitando que llegue a la superficie terrestre

cuya longitud de onda estad comprendida entre los 20nm a 390 nm.

> Luz visible

Es una pequefia region del espectro electromagnético que se puede percibir por el ojo humano y

nos permite ver los objetos, cuya longitud de onda va desde los 390 nm a 760 nm.

> Microondas

Se encuentran dentro de las frecuencias comprendidas entre los 108 Hz y los 10'? Hz, se emplean
en las telecomunicaciones en transportar sefiales de TV o bien en transmisiones telefonicas, cuya

longitud de onda estd comprendida entre 1 ma 10 mm.

» Rayos X

Este tipo de rayos se pueden producirse en dispositivos especiales (tubos de rayos X). Su
longitud de onda estd aproximadamente entre 10nm a 0.1nm, surgen por la desaceleracion de

electrones o particulas cargadas. Estas radiaciones tienen gran importancia en los diagnosticos
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médicos, ya que pueden penetrar facilmente el tejido del blando del cuerpo, pero se detienen en la
materia solida como los huesos, correspondiendo a frecuencias entre el rango aproximado de
3:1016 y 3-1019 Hz y una energia desde 120 eV hasta 120 keV.

» Infrarrojo (IR)

Son ondas electromagnéticas con frecuencias de aproximadamente 10 *Hz a 10 *Hz, las cuales
son emitida por los atomos de los cuerpos calientes, los cuales se encuentran en una constante e

intensa vibracion, cuya longitud de onda es aproximadamente de 1 nm a 700nm (Bushong, 2093).

» Rayos gamma ()

Es un tipo de radiacion electromagnética (formada por fotones), producida generalmente por
procesos subatomicos como la aniquilacion de un par positron-electréon (des- excitacion de un
nucledn de un nivel o estado excitado a otro de menor energia) o por la desintegracion de
elementos radiactivos., cuya longitud de onda es aproximadamente de 100 pm (100 x 10

12 metros) 0 menores (Bushong, 2093).

Violeta Visible Vermello

Raios Ultra Ondas de
Cosmicos Violeta Radio

!
10'm  Am)

UVCurto | UV Medio | UVLongo
Vacio (UV-C) (UV-B) (UV-A)

(nm)

I | | 1

100 185 254 300 315 400
200 280

Figura 3-2: Espectro electromagnético
Fuente: (Méndez, 2014)

2.1.5 Reflexion de la luz

Es un fenémeno éptico que se produce cuando un haz, o un rayo de luz se propaga en un medio
material homogéneo e isotrdpico, esto significa que tiene las mismas propiedades en todas las
direcciones, al incidir sobre la superficie de otro medio que posee propiedades fisicas diferentes
esta se produce cuando el haz de luz se refleja en la misma superficie del haz incidente con el
mismo angulo.

Estas dos caracteristicas conforman la ley de reflexion dptica.
12



» El haz incidente, el reflejado y refractado inciden en un mismo plano perpendicular a la
superficie de separacion entre ambos medios, llamado plano de incidencia.
» El haz incidente y el reflejado forman angulos iguales con el eje perpendicular a la

superficie de separacion.

Rayo incidente Ravo reflejado

»\ » 5 ’- = y
N\ Angulo Angulo /
\de incidencia de /
/

reflexion 4

Superficie
reflectora

Figura 4-2: Elementos de la Reflexion de la Luz
Fuente: (Merino, 2012)

2.1.5.1 Elementos de la Reflexién de la luz

Rayo incidente: Es el rayo de luz que incide en la superficie
Rayo reflejado: Es el rayo que sale de la superficie
Normal: Es la linea imaginaria perpendicular a la superficie

Angulo de incidencia (i): Es el angulo que forma el rayo incidente y la normal

YV V V V V

Angulo de reflexion (r): Es el &ngulo que forma la normal y el rayo reflejado

2.1.6 Refraccion de la luz

La refraccion de la luz es un fenémeno fisico que explica el cambio de direccion y velocidad que
experimenta un rayo incidente al pasar de un medio a otro con distinto indice refractivo. Solo se
produce si la onda incide oblicuamente sobre la superficie de separacion de los dos medios y si

estos tienen indices de refraccidn distintos (Fogantini, 2011).

Esta desviacion en la direccion de propagacion se explica por medio de la ley de Snell propuesta

por el fisico holandés Willebrord relacionando el angulo de incidencia y el angulo de refraccion.
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Figura 5-2: Refraccion de la Luz
Fuente: (Burbano, 2003)

Enunciada asi:

n; send; = n, send,

n, : indice de refraccion del primer medio
0,: Angulo de incidencia
n, : indice de refraccion del segundo medio

0,: Angulo de refraccion

Donde n; y n,son los indices de refraccion dependientes de las caracteristicas del medio donde

se propaga la luz.

2.1.7 Difraccion de la luz

La difraccién de la luz se produce cuando la luz emitida por una fuente incide sobre un cuerpo
opaco y se divide (se fracciona, se ahi su nombre) en diferentes partes, comportandose a partir de

ese punto como entidades separadas. (Rodriguez, y otros, 2008)

Este fendmeno fue observado por Thomas Young (fisico y matematico inglés, 1773-1829), al
realizar el experimento de la doble rendija, al atravesar luz de una Unica longitud de onda a través
de rendijas en una barrera y observar la luz en una pantalla paralela situada por encima de esta,
vio regiones oscuras y brillantes que no se correspondian directamente con las rendijas. Young
concluyo que la luz se mueve en el espacio en forma de ondas y tras pasar a través de rendijas,
las ondas dan lugar a un patron de difraccidn (conjunto de zonas iluminadas y oscuras tras el paso
por una rendija que divide la luz) mostrando regiones oscuras y brillantes alternadas, la region
brillante procede de maximos de onda que atraviesa ambas rendijas y que alcanza la pantalla

exactamente al mismo tiempo; las regiones oscuras proceden de méaximos de onda que atraviesan
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una Unica rendija y que alcanzan la pantalla exactamente al mismo tiempo que los minimos de

onda procedentes de otra rendija. (Society, 2007)

Difracciéon

Doble rendija

Interferencia —'

Figura 6-2: Experimento de Young, Difraccion de luz
Fuente: (Chena, 2000)

2.1.8 Interferencia

Es el fendmeno que ocurre cuando dos ondas coherentes pasan a través de una misma region del
espacio simultaneamente y estas ondas se superponen en algin lugar del espacio, y como
resultado se obtiene una nueva onda con la misma frecuencia, pero cuya amplitud es la suma de
ambas ondas. Es uno de los fendmenos mas caracteristicos de las ondas, que pueden ser

constructivos o destructivos (Giancoli, 2006)

2.1.8.1 Interferencia constructiva

Cuando se combina dos ondas arménicas de la misma frecuencia y longitud de onda, pero de
diferente fase, la onda resultante es una onda armonica cuya amplitud depende de la diferencia de
fase. Si esta diferencia de fase es cero o un nimero entero de veces 360°, las ondas estan en fase y
la interferencia es constructiva. La amplitud resultante es igual a la suma de las amplitudes
individuales y la intensidad (que es proporcional al cuadrado de la amplitud) es maxima (Pefia,
2015).

Para calcular la diferencia de fase se emplea la siguiente ecuacién:
Ar

§=~2n (1-2)
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Figura 7-2: Interferencia constructiva
Fuente: (Nufiez, 2017)

2.1.8.2 Interferencia destructiva

Es cuando la diferencia de fase es igual a 180° 0 un nimero entero impar de veces180°, las ondas
estan desfasadas. En este caso la amplitud resultante es igual a la diferencia entre las amplitudes

individuales y la intensidad (la energia emitida) es un minimo (cero) (Pefia, 2015).

Figura 8-2: Interferencia destructiva
Fuente: (Nufiez, 2017)

2.1.9 Absorcion

En fisica, la absorcién de la radiacion electromagnética es el proceso por el cual dicha radiacion
es captada por la materia. Cuando la absorcion se produce dentro del rango de la luz visible,
recibe el nombre de absorcion éptica. Esta radiacion, al ser absorbida, puede, ser remitida o bien

transformarse en otro tipo de energia, como calor o energia eléctrica.

En general, todos los materiales absorben en algun rango de frecuencias. Aquellos que absorben
en todo el rango de la luz visible son llamados materiales opacos, mientras que si dejan pasar
dicho rango de frecuencias se les llama transparentes. Es precisamente este proceso de absorcion

y posterior reemision de la luz visible lo que da color a la materia. (Fogantini, 2011)

2.1.10 Polarizacioén de la luz

Por lo general, la luz no esta polarizada; el campo eléctrico vibra en todas las direcciones

perpendiculares a la direccion de propagacion. El proceso de polarizacion de la luz consiste en

16



confinar las vibraciones del vector eléctrico de las ondas de luz en una sola direccion, es decir la
luz esta polarizada cuando atraviesa ciertos filtros polarizadores (material que transmite de forma
selectiva una determinada direccion de oscilacion del campo eléctrico de una onda

electromagnética como la luz, bloqueando el resto de “planos de polarizacion) (José¢ Rodriguez
Garcia, 1998).

2.1.11 Luz coherente

Es cuando los rayos de la fuente luminosa salen de ella paralelos entre si, es decir tienen todas las
mismas frecuencias y se propagan en la misma direccion, y en forma acompasada o en fase. La
luz coherente es monocromatica (El haz emitido por el sistema presenta una longitud de onda con
una dispersién o ancho de banda muy reducido, se encuentra por debajo de las decimas de
Angstron), puede ser direccional, intensa y de gran pureza de color (Mufioz, 2013).

Rk )

Figura 9-2: Luz coherente
Fuente: (Nufiez, 2017)

2.1.12 Luz no coherente

Esta se produce cuando los rayos de la fuente luminosa salen en multiples frecuencias y fases de

vibracion dispersa, se ensancha haciéndose menos intensa en un corto periodo de tiempo. (Mufioz,
2013).

Mo coherente

Figura 10-2: Luz no coherente
Fuente: (Nufiez, 2017)

17



2.2 Optica geométrica

La Optica geométrica es una parte de la Optica que estudia los cambios de direccion que
experimentan la luz, es decir su trayectoria a partir del concepto de los rayos de luz (es una linea
en el espacio que corresponde a una direccion del flujo de energia radiante) cuando son reflejados

o refractados; para su estudio es muy Util el uso de representaciones geométricas. (Maria Sagrario

Millan, Maria Sagrario Millan Garcia-Varela, Jaume Escofet Soteras, Elisabet Pérez Cabré, 2004).

2.2.1 Espejo

Un espejo es una superficie pulida, de metal o de vidrio, cubiertos por un lado con una capa de
amalgama de estafio y azogue la cual impide el paso de luz, también se denominan
particularmente espéculos a los reflectores metalicos de una superficie muy pulimentada que
permite observar por reflexion los objetos que se les presenta (Ortiz, 2013).

Los espejos son por su forma, planos, cdncavos y convexos.

2.2.1.1 Tipos de espejo

> Espejo plano: Refleja la luz en una superficie plana, mostrando la imagen formada
detras del espejo a una distancia igual a la que se encuentra el objeto. El tamafio de las
imagenes formadas por estos espejos planos es igual al tamafio del objeto.

» [Espejo céncavo: Posee una superficie reflectante que se encuentra curvada hacia
adentro, reflejan la luz haciéndola converger en un punto focal, se los utiliza para
focalizar la luz mostrando iméagenes de diferentes portes, dependiendo de la distancia
entre el objeto y el espejo. Estos espejos se denominan "convergentes” ya que tienden a
recolectar la luz que incide sobre ellos, desviando los rayos paralelos de luz que inciden
hacia un foco. Esto se produce ya que la luz es reflejada con distintos angulos, dado que
la normal a la superficie varia de un punto a otro del espejo.

» Espejo convexo: Es un espejo curvo en el cual la superficie reflectante se encuentra
deformada hacia la fuente de luz. Los espejos convexos reflejan la luz hacia afuera, por lo
tanto no se utilizan para enfocar luz, estos espejos siempre forman una imagen virtual
dado que el foco (F) y el centro de curvatura (2F) son ambos puntos imaginarios "dentro”
del espejo, que no pueden ser alcanzados, las imagenes que se forman en este tipo de
espejos no pueden ser proyectadas en una pantalla, dado que la imagen se encuentra

detras del espejo.
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2.2.2 Lentes

Una lente es un trozo circular y delgado de material transparente, construido normalmente de
vidrio, cuyo espesor varia del centro al borde. Las dos superficies de una lente pueden ser planas,
concavas o convexas dando lugar a las cinco posibles formas de lentes. Sin embargo, a pesar de
estas diferencias en la forma, solo existe dos tipos bésicos de lentes: lentes convergentes

(positivas) y divergentes (negativa) (Cromer, 1981).

Lentes convergentes Lentes divergentes

Figura 11-2: Distintas clases de lentes convergentes: (a) biconvexa (b)
plano- convexa (c) menisco convergente. Divergentes: (a) biconcava (b)

plano-céncava (c) menisco divergente.
Fuente: (Cromer, 1981)

2.2.2.1 Tipos de lentes

» Lentes Convergentes: Se caracterizan porque concentran los rayos luminosos paralelos
que se desplazan a través de ellas, en un punto denominado foco. Se reconocen como tal
porque son mas gruesas en la parte central y mas delgada en la parte periférica cuya
imagen es real o virtual segin que el objeto este a una distancia de la lente mayor o
menor que la distancia focal (Rossi, 1973).

» Lentes Divergentes: Son las lentes en los cuales los rayos luminosos paralelos que las
atraviesan tienden a dispersarse impidiendo que se constituya un foco que se forma por la
proyeccion virtual de los rayos dispersados, en el mismo lado de la lente de donde

provienen los rayos luminosos, llamandose lente negativo.
Las lentes divergentes se reconocen porque son mas delgadas en la parte central y mas

gruesas en la parte periférica, siempre nos da una imagen virtual de objetos reales (Rossi,

1973).
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2.2.2.1.1 Lente Biconcava

Lente simple de un objetivo compuesto cuyas superficies curvas estan dirigidas hacia el centro
Optico; provoca divergencia de los rayos luminosos (Jerry D. Wilson, 2003).

Figura 12-2: Lente Concava
Fuente: (Nufiez, 2017)

2.3 Instrumentos Opticos

Tienen como base el conocimiento cientifico, sirve para procesar ondas de luz con el fin de
mejorar una imagen para su visualizacion, para analizar y determinar las propiedades

caracteristicas de una onda. (Nufiez, 2017)

2.3.1 Microscopio Optico

El microscopio es un instrumento 6ptico que permite visualizar cuerpos pequefios que no son
observados a simple vista, estd compuesto por lentes convergentes, sus principales partes son

(Montalvo, 2010):

Platina

Mandos de enfoque
Fuente de iluminacion
Filtros
Condensadores
Obijetivos

Oculares

El campo claro

V V V V V VYV V V V

El contraste de fases
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Figura 13-2: Microscopio Optico
Realizado por: Maria llguan, 2018

2.3.1.1 Caracteristicas del microscopio Optiucio Olympus CX31

A\

Los objetivos Plan C Acromaticos, corregidos al infinito y desarrollados permiten
producir imagenes claras y nitidas hasta el mismo borde del campo visual; (4x, 10x, 40x,
100x aceite)

Oculares de F.N. 20.

Tratamiento anti-hongos que ayuda a proteger las partes Opticas aln en regiones de alta
humedad

El revélver porta objetivo, orientado hacia adentro cuadruple mejora el acceso y facilita
el cambio rapido del portaobjeto

Condensador Abbe fijo de A.N. 1.25, centrable y enfocable para la iluminacién Kohler
Un bombillo halégeno de 6\V/30W provee iluminacion amplia para cualquier observacion
El estativo disefiado ergondmicamente tiene los tornillos micro y macrométricos ubicados
en una posicion baja y mangos en el frente y la parte posterior para el transporte tope de
campo integrado.

Platina integrada con mandos a derecha disefiada sin cremallera, controles X, Y

posicionados bajos con empufiaduras ergondmicas para facilitar la operacion.
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2.4 Dispositivos eléctricos

Son combinaciones de componentes electronicos, organizados en circuitos para cumplir una
determinada tarea, los cuales utilizan energia eléctrica, alterandola ya sea por transformacion,

amplificacidn/reduccion o interrupcion. (Fontela, y otros, 2011)
211 LED
Son dispositivos en estado sélido que generan luz, estan constituidos por material semiconductor

dotado de dos terminales positivo y negativo, al estar el LED encendido libera energia en forma

de fotones, el color de la luz depende del material semiconductor utilizado. (zabala, 2008)

2.1.1.1 Funcionamiento del LED

El funcionamiento del LED depende del proceso de la emisién espontanea de fotones

proporcionando luz a partir de los electrones y huecos inyectados, dentro de las ventajas tenemos:
(Zabala, 2008)

Epoxy lens/case
Wire bond
Reflective cavity

Semiconductor die

Anvil
Post

Leadframe

Flat spot

Cathode

Figura 14-2: LED vy sus partes
Fuente: (Nufiez, 2017)

» Mayor rendimiento luminico por lo cual se logra un ahorro en consumo de 50 -
90% frente a la iluminacion tradicional.

» Produce menos calor 60 - 90% que la iluminacion tradicional

> La caida de la luminosidad es muy inferior a la iluminacion tradicional 3% (3000

horas)
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A\

El encendido y apagado son instantaneo (desde que enciende tiene la méxima
luminosidad)

Su vida util alcanza las 50.000 horas

Mejor indice de reproduccion cromatico

No contiene gases contaminantes, libre de plomo y mercurio

vV V V VY

Con su consumo tan bajo logramos reducir las emisiones de CO2 en la produccion

de energia. (Ortiz, 2014)

2.4.1.2 LED Infrarrojo

Los LED infrarrojos son un tipo especifico de diodo emisor de luz que produce irradiacion en el
espectro infrarrojo esta radiacion emitida en este rango no es visible para el ojo humano, pero
puede ser detectada por una variedad de dispositivos electrdnicos, siendo la utilizacién del LED

ideal para utilizar en dispositivos electrénicos como los controles remotos.

24.1.2.1 Caracteristicas y funcionamiento de los LED's Infrarrojos

Cuando hablamos de una comunicacion o transferencia de datos via infrarrojo se debe tener en
cuenta que dicha comunicacion solo se podra llevar acabo si existe un emisor y un receptor,
cuando tenemos una linea de comunicacion de un solo sentido el emisor solo transferir sus datos

al receptor y este ultimo se encargara de interpretar los datos recibidos.

Al utilizar un emisor y un receptor para un mismo procedimiento, estos caen dentro de la
clasificacion de sensores activos. Si tenemos un circuito mas complejo en donde haya una via de
comunicacién de ida y vuelta entonces los elementos podran tener una retroalimentacién entre si

(aunque por lo general se utilizan 2 emisores y 2 receptores para estos circuitos).

Dependiendo de la configuracién, el voltaje que se emplee, el angulo de posicionamiento y la
longitud de onda, el emisor podra emitir una sefial mas fuerte, esto se traduciria en un recorrido
mas amplio, por ejemplo, un LED infrarrojo de 940 nm con un angulo de posicionamiento de 12°
(grados), alimentado a 1.2 Volts puede alcanzar una distancia maxima de 5 metros en condiciones

Optimas.
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2.5 La sangre

Es un tejido conectivo — liquido que recorre todo el organismo, a través de los vasos sanguineos,
transportando células y todos los elementos necesarios para realizar sus funciones vitales, las
mismas que varia su color desde escarlata (rica en oxigeno) a rojo oscuro (pobre en oxigeno), el
pH es de 7.35-7.45, la temperatura es 38°C y la cantidad de liquido sanguineo esté relacionada
con la edad, el peso, sexo y altura, es asi que un adulto tiene entre 4,5 y 6 litros de sangre, el 7%
de su peso. (Hiraldo, 2013)

25.1 Composicién de la sangre:

e Células (Eritrocitos, Leucocitos, Trombocitos)

e Solucion coloidal (Plasma sanguineo).

25.2 Funciones generales de la sangre

B Oxigeno

Dioxido de carbono
Transporte Nutrientes

Productos de desechos

Hormonas

Funciones - Calor

—  que cumple la
sangre

Regulacion PH

Temperatura

Coagulacion
Proteccion Combate toxinas y

microbios
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2.5.3 Células sanguineas

Eritrocito

Células anucleadas cargadas de hemoglobina de forma aplanada (disco bicéncavo). Su funcion es
el transporte de oxigeno y CO2.

Figura 15-2: Eritrocito sano
Fuente: (Cajas, 2000)

Leucocito

Son células de aspecto blangquecino, con nlcleo y caracteristicas especificas para realizar
funciones de defensa en el organismo, en condiciones normales hay unos 4.000 — 11.000

leucocitos (mm3), tienen una vida media variable (dias — afios).

Trombocito

Fragmentos de células grandes con abundantes vesiculas de secrecion de forma irregular, pequefio
tamafio y sin ndcleo. Ayudan a producir coagulos sanguineos para hacer mas lento el sangrado o
frenarlo y para facilitar la cicatrizacion de las heridas.

Plaquetas

Las plaquetas son pequefias células que circulan en la sangre, participan en la formacién de
coagulos sanguineos y en la reparacion de vasos sanguineos dafiados, cuando un vaso sanguineo

se lesiona las plaquetas se adhieren al area dafiada y se distribuyen a lo largo de la superficie para

detener la hemorragia (este proceso se conoce como adhesion).
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2.5.4 Fases de maduracion del eritrocito

Eritroblasto

Es una de las etapas de maduracion del eritrocito mide 12 — 19 um de didmetro, tiene un ndcleo
ovalado, grande y homogéneo con citoplasma baséfilo (azul) con éareas claras, por lo regular cerca
del ndcleo y que no es mas que restos del aparato de Golgi y mitocondrias (Pronormoblasto).
(Hiraldo, 2013)

Normoblasto basofilo

Es un proceso de maduracién del eritrocito en el que disminuye su didmetro de 12 — 17 um, el
nucleo es relativamente grande, la cromatina nuclear se aglomera, dando un aspecto de rueda de
carreta y con citoplasma basofilo, desaparecen los nucléolos y se conoce también a este proceso

como (Normoblasto inicial).

Normoblasto policromatico

Forma parte una de las etapas del proceso de maduracion de eritrocito que mide de 8 a 14 um de
didmetro, tiene un ndcleo mas concentrado, casi negro con citoplasma menos basofilo, casi
purpura el cual se torna mas acidofilo a medida que la célula madura porque empieza aparecer la

hemoglobina (Normoblasto intermedio).

Normoblasto ortocromatico

Ademas de las otras etapas de maduracion del eritrocito también esta tiene un diametro de 8 —
10um, con un ndcleo pequefio y puede presentar todavia una cromatina aglomerada muy gruesa
gue desaparece a medida que el nucleo se achica y eventualmente queda como una masa negra
azulada sin estructura. Al madurar la célula el ndcleo suele ser excéntrico y desaparece por

extrusion, fragmentacion o disolucién. (normaoblasto tardio). (Acosta, 2000)

Reticulocito

Es un eritrocito joven que aun tiene un fino reticulo basdéfilo, es ligeramente mas grande que el
eritrocito y en él se distinguen restos nucleares en su interior. Estos son mas visibles cuando se

tifien con azul de metileno o violeta de cresilo, al adherirse a una red de ARN ribosémico (es
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un RNA que forma parte de los ribosomas y es esencial para la sintesis proteica en todos los seres

vivos). En pacientes sanos se encuentran de 0.2 — 2% (Yanez, 2013)

2.5.5 Propiedades de los eritrocitos

Mide de 7-8 micras de diametro.

La cantidad de eritrocitos considerada normal en la especie humana fluctia entre:
Mujeres: 4 - 5 x 10%/uL (microlitro) y Hombres: 4,5 - 5,5 x 10%/uL (microlitro) de sangre.
Contiene una proteina llamada hemoglobina, con la cual transporta oxigeno desde los
pulmones a todas las células del cuerpo, y recoge el CO2 de los tejidos hacia los
pulmones.

Dan el color rojo a la sangre, debido a la hemoglobina que se encuentra dentro de ellos
(200-300 millones de moléculas

Vida media es de 100- 120 dias.

Tiene una membrana de aspecto granular, cuando estd en una etapa joven; y lisa en las
células envejecidas.

En la cara interna de la membrana se encuentra el estroma, en la cual se localiza la
hemoglobina.

Tiene una gran plasticidad, que lo hace cambiar de forma, adaptandose al calibre de los
vasos pequefios, logrando atravesar vasos y capilares sanguineos sin que se rompa la

membrana.

2.6 Alteraciones morfoldgicas de los eritrocitos

Las alteraciones morfoldgicas de los eritrocitos cuando son irradiados a longitudes de onda

pequefias se pueden clasificarse en: (Acosta, 2000).

V V V V V

Cambio de tamafio.

Cambio de forma.

Cambio de color.

Inclusiones intra eritrocitarias

Agrupaciones
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2.6.1 Segun el tamafio

Tabla 1-2: Clasificacion de las alteraciones morfolégicas de los eritrocitos segun el tamafio.

pacientes con anemias ferropenica.

Nombre Definicion Grafico
N = (‘A_
Anisocitosis Hematies de dimensiones extremadamente N = { Q
. . . D990 0'g
variables, presentes en pacientes trasfundidos ©'% PRl
Microcitosis Hematies de menor tamafio, estan presentes en

Macrocitosis

Eritrocitos de mayor tamafio, aparecen en

hepatopatias crénicas y en pacientes con

alcoholismo.

Macrocito

Megalocitosis

Eritrocitos de forma ovalada y sin la claridad
central habitual, se encuentra habitualmente en
pacientes con anemias Megaloblasticas( carencia

de vitamina B12 o &cido fdlico)

Fuente: (Merino A, 2015)
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2.6.2 Segun la forma

Tabla 2-2: Clasificacion de las alteraciones morfoldgicas de los eritrocitos segun su forma.

Nombre

Definicion

Grafico

Poiquilocitosis

Desigualdad o variabilidad en la forma de los

hematies.

Acantocitosis

Hematies con espiculas irregulares, aparece en

enfermedades como cirrosis hepaticas.

,.4‘ S—
. :"',__.-- | W0
~ #"o"ug
= ~°b - ‘ . -

Dianocitosis

Hematies planos y con una forma de sombrero
mexicano, se produce en pacientes con
hepatopatias..

Drepanocitosis

Eritrocito en forma de coma, aparece en
pacientes con anemias falciformes y después
de hipoxia(es un estado de deficiencia de

oxigeno en la sangre).

Eliptocitosis

Hematies con forma eliptica u oval, estan
presentes en enfermedades como anemias

ferropénicas o megaloblésticas.

Equinocitosis

Hematies con espiculas cortas distribuidas
regularmente a lo largo de toda su superficie,
se produce en enfermedades como la uremia 'y

en las hepatopatias neonatales.

'V°.V

Sy
o © 0.000“3‘
Soad

)é®'a.O
Y

o

- - Vad
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Esferocitosis

Es un eritrocito con una forma esférica de

pequefio  tamafio. Estdn  presentes en O O
enfermedades como la hidrocitosis, en la @ O
anemia inmunohemoltica y en la esferocitosis
hereditaria.

Esquistocitosis | Hematies fragmentados. Se produce en >

enfermedades de hemolisis mecanica por la
presencia de una protesis valvular en el

corazén y en las quemaduras graves.

Estomatocitosis

Hematies con una hendidura en la region
central en forma de boca y uniconcavos. Esta
presentes  en

pacientes  alcohdlicos vy

hepatopatias crénicas.

Excentrocitosis

Hematies cuya hemoglobina est4 concentrada

en uno de sus polos. Presentes en
enfermedades de déficit de glucosa -6-fosfato

deshidrogenasa.

Keratocitosis

Hematies con dos espiculas en su superficie,
tiene forma de casco. Presentes en pacientes
con anemia hemolitica microangiopatica, en la
hemolisis por protesis cardiacas y en el

hemangioma cavernoso.
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Dacriocitos

Eritrocitos con aspectos de lagrima. Presentes

en pacientes con  anemias  severas,

megaloblésticas y ferropénicas, ademas de

alteraciones de medula 6sea.

Dentados

Son eritrocitos con espiculas cortas en su
superficie, tipico de pacientes con Uremia,
defectos  del metabolismo  glicolitico
(deficiencia de Piruvato Kinasa) y en algunos

pacientes con anemia microangiopatica.

Espiculares

Son hematies esferoidales que poseen
espiculas largas distribuidas regularmente por
toda su superficie, caracteristico de pacientes
con anemias, ingestion de naftalina y en

insuficiencia renal.

Fuente: (Merino A, 2015)

2.6.3 Segun el color

Tabla 3-2: Clasificacion de las alteraciones morfoldgicas de los eritrocitos segun el color.

Nombre Definicion Grafico
— _
. ) ) o o o’
Anisocromia Hematies con falta de uniformidad en Ila * Q‘ 2: .‘O.‘
., . . @ 00 00
coloracidén. Presentes en pacientes transfundidos Do (#) 0 (¢) .0 0 0
. . [ ] U
0 con anemias carenciales. %o %0 00 ..0
e.a o ©
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Hipocromia Eritrocitos palidos y con claridad central, Estan

o

presentes en pacientes con anemias ferropénicas.

Hipercromia Hematies intensamente coloreados. Aparece en
pacientes con anemias hereditarias y

megaloblésticas.

Policromasia Hematies que presentan una coloracién ".

ligeramente baséfila. €

Fuente: (Merino A, 2015)
2.6.4 Inclusiones intraeritrocitarias
Normalmente, el eritrocito solo contiene hemoglobina, por lo que en su interior es homogéneo,
sin embargo, en algunas ocasiones se puede encontrar elementos extrafios en su interior como se

describe a continuacion:

Tabla 4-2: Elementos extranos intracelulares.

Nombre Definicion Grafico

Sustancia Es una sustancia que  procede 0° eg°
i L ) o @ .0. o° °
Granulofilamentosa | fundamentalmente de restos ribosémicos (®) o.o 00 q
. . . @ (@) .o.
agregados, es propia de los reticulocitos. o Qp
-0 e )
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Cuerpo de Howell-

Es un residuo nuclear el consiste en un

Jolly grumo visible en el interior de los hematies,
se tifie de un color que oscila entre el rojo,

, O
oscuro y negro. Los cuales estan presentes &
en personas esplenectomizados. |

Cuerpos de Heinz Son precipitados de hemoglobina, el cual D" P a@
consiste en pequefas granulaciones situadas B & o ¢
L ) W% o 3%

en la periferia de los hematies. Se producen ( T

L \_Dad O o
en enfermedades congénitas que se 'os ® )

o * |
s @ ;

comportan con una inestabilidad de la

hemoglobina.

Cuerpo de
Papenheimer

Son acUmulos de hemosiderina unida a
proteinas, consisten en granulos basofilos.
enfermos

Se produce en los con

esplenectomizados y anemias

sideroacrésticas.

Punteado baséfilo

Inclusiones eritrocitarias, en forma de
punteados de color azul grisaceo, que se
encuentran en pacientes con anemias
hemoliticas, sindromes mielodisplasicos,

leucemias, carcinomas.

&
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Anillos de Cabot Estan formados por restos de la membrana n° ° .'Ovv'°°;~
nuclear o de microtubulos, consiste en una 2 030 .:
especie de hilos basofilos que adoptan una D°° [+ oo 4
. O
forma de anillo o de ocho y que puede "O o? °O 31
¢
ocupar toda la periferia celular. Estan G B B L.
presentes en pacientes con anemia
megaloblésticas.
Fuente: (Merino A, 2015)
2.6.5 Agrupaciones
Tabla 5-2: Agrupaciones
Nombre Definicion Grafico
Rouleaux o pila de | Hematies formados en pilas de monedas, q“ 0. QU‘ 005
monedas estan presentes en pacientes con mieloma o m@‘ 9@&%
maltiple y en poliglobulinémia. i%%.%‘@g’ “i
e W v
a E’ PO g
B, oSS SR
I ) , B swoSe e
Criglutininas Hematies agrupados, estan presentes en o diBa S %'g
S @ u R
pacientes con infecciones por ejemplo og@‘;"‘ g‘;%\;%;
neumonia. w0, %o g o 4

Fuente: (Merino A, 2015)

2.7 Membranas Biol6gicas

Las membranas bioldgicas estdn compuestas por lipidos, proteinas y carbohidratos en menor
proporcidn, las cuales constituyen frecuentemente menos del 5% de su masa total, teniendo en
cuenta la gran diferencia de peso molecular entre lipidos y proteinas, en las membranas hay

aproximadamente una molécula de proteina por cada 50 lipidos. (Hernandez, 2010)
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Las diferencias en cuanto a su composicion quimica estan dadas atendiendo a la funcion y al tipo

de tejido donde se encuentren.

Tabla 6-2: Composicion de la membrana bioldgica.

Célula Proteinas Lipidos Carbohidratos Total
Eritrocito 49% 43% 8% 100%
Hepatocito 45% 53% 2% 100%
Ameba 54% 42% 4% 100%

Fuente: (Hernandez, 2010)

Una de las caracteristicas mas significativas de los lipidos de la membrana citoplasmatica es su
enorme diversidad. El principal papel de estos es formar una bicapa que interactia con las
proteinas, los lipidos de la membrana se pueden dividir en cinco grupos principales:

Glicerofosfolipidos
Fosfoesfingolipidos
Glicoglicerolipidos
Glicoesfingolipidos

YV V. V V V

Esteroles principalmente colesterol

Los lipidos mas comunes en la membrana son los fosfolipidos derivados del glicerol, llamados
glicerofosfolipidos. Todas estas moléculas son anfoteras, es decir, presentan una porcion

hidrofilica Ilamada cabeza polar y otra hidrofébica compuesta por cadenas hidrocarbonadas.

Esta caracteristica permite explicar su disposicién en una solucién acuosa, la parte polar se
orienta hacia el agua y la hidrofébica hacia la fase no acuosa, formando una bicapa en dicha
solucion. Las bicapas lipidicas se forman y se cierran por si mismas de manera

termodindmicamente espontanea (Hernéandez, 2010)
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Figura 16-2: Ensamble de lipidos en una solucion acuosa. (a) Orientacion de
las moléculas de agua para mantener los puentes de hidrogeno. (b) Monocapa
lipidica. (c) Disposicion abierta de la matriz lipidica.

Fuente: (Hernandez, 2010)

Las moléculas individuales de lipidos pueden difundirse libremente en una monocapa lipidica,
ocurriendo un movimiento de traslacién de los lipidos en su propia monocapa, en el mismo plano
de la membrana con un coeficiente de difusion de traslacion horizontal (D). El movimiento en la
direccion perpendicular a la membrana, al pasar de una monocapa a la opuesta (flip-flop en
inglés), también se puede caracterizar como un proceso difusivo, con un coeficiente de difusion
transversal (Drrqn). ESte tipo de movimiento es poco frecuente en estado fisioldgico y soélo se

produce uno cada 24 horas aproximadamente.

También se conoce que los lipidos rotan alrededor de su eje longitudinal con una velocidad
angular w, = 10 rad/s, esta rotacion ocurre perpendicular al plano de la membrana. Las cadenas
hidrocarbonadas de los lipidos son flexibles, siendo el mayor grado de flexion y rotacién cerca

del centro de la bicapa (Hernandez, 2010), como se observa en el Figura 17-2.
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Figura 17-2: a) Lipido de la membrana.b.1) Movimiento de traslacion. b.2)
Flip-flop.
Fuente: (Hernandez, 2010)

La zona central de la matriz lipidica es practicamente liquida, dependiendo de la fluidez, asi
como, del numero de dobles enlaces en las cadenas hidrocarbonadas y la temperatura del sistema
al aumentar estos, se incrementa la fluidez. Esta caracteristica es la responsable de evitar que en
la matriz lipidica aparezca una disposicién muy regular Con lo cual, se garantiza que los lipidos
se difundan lateralmente intercambiandose con sus vecinos, los que permiten a los lipidos
acomodarse mejor a las irregularidades de las proteinas, proporcionandole a la bicapa una

estructura fluida en el centro y una casi cristalina, proxima a las regiones hidrofébicas. (Hernandez,
2010)

2.8 Modelo de mosaico fluido

Lo antes expuesto esta en perfecta armonia con el Modelo de Mosaico Fluido, propuesto por S.J
Singer y G.L. Nicholson en 1972. En el cual los lipidos de la membrana citoplasmética se
disponen formando una bicapa. Las proteinas se intercalan en esa bicapa de lipidos dependiendo
de las interacciones con las regiones de la zona lipidica. Existiendo dos tipos de proteinas segun

su disposicion en la bicapa: (Hernandez, 2010)

» Proteinas integrales o intrinsecas: embebidas en la bicapa lipidica, atraviesan la

membrana una o varias veces.
» Proteinas periféricas o extrinsecas: se encuentran a uno u otro lado de la bicapa

lipidica, las que estan unidas débilmente por lo que son facilmente separables de la

misma.
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Este modelo permite comprender complejas funciones celulares, las mismas que no estan dadas
solamente por la estructura de la membrana citoplasmética, En condiciones fisiologicas esta
realiza diversas funciones como de transporte, de reconocimiento celular, de compensacion frente
a las variaciones de las condiciones fisioldgicas, entre otras. Haciendo dificil el andlisis

estructural y funcional de las membranas bioldgicas (Hernandez, 2010).

El estudio de las membranas bioldgicas en condiciones normales se realiza a partir de datos
experimentales que permiten analizar aspectos como el potencial de transmembrana, la
permeabilidad, el flujo disfusional y flujo eléctrico, el equilibro osmético y el equilibrio Gibbs-
Donnan, los transportadores y canales. Estos y otros aspectos permiten caracterizar cada tipo
particular de célula y en algunos casos explicar su comportamiento frente a la accion de

determinados agentes externos (AE), ya sean fisicos o bioquimicos.

Para los agentes externos de tipo fisico se tiene que los investigadores C. Cortez-Maghelly, P.M.
Bisch y M. Prevost obtienen una expresion para el potencial de transmembrana mas general que
la de Nerst a partir de la ecuacion de Poisson - Boltzman, ademas de establecer la dependencia
entre el potencial, la fuerza iénica y la temperatura que permite explicar la deformacion de la
membrana eritrocitaria por aumento de la temperatura y variacion de la concentracién iénica sin

justificar la deformacion producida por la luz. (Hernandez, 2010).

2.9 Membrana Eritrocitaria

Es de estructura compleja de lipidos y proteinas, que limita el contenido del eritrocito
(hemoglobina y enzimas) del plasma que lo rodea, tiene propiedades de flexibilidad y resistencia
gue le permiten el paso por capilares estrechos y soportar las presiones mecanicas de las

turbulencias vasculares de los distintos territorios que recorre.

Esta compuesta por 3 elementos estructurales principales:

» Una bicapa lipidica compuesta por fosfolipidos y colesterol que ejerce la funcién de

barrera de permeabilidad entre el exterior y el citoplasma (50-60%).

» Proteinas integrales intercaladas en la bicapa que abarcan todo el espesor de la misma.
Son entre 10 y 12 proteinas principales, y numerosas menores que contribuyen a la
flexibilidad o rigidez del eritrocito. Las deficiencias de algunas proteinas pueden causar

eliptocitosis, debido a la escasa deformabilidad de los eritrocitos.
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» Un esqueleto en el lado interno y en contacto con la ld&mina interna de la bicapa que
proporciona integridad estructural al eritrocito proteinas periféricas como Espectrina
(eliptocitosis), Actina, Ankirina (esferocitosis).

2.10 Factores que intervienen en la deformacion de la membrana de los eritrocitos.

La viscosidad interna de los glébulos rojos, su geometria celular, las propiedades de viscosidad y
elasticidad de su membrana, son factores determinantes en la deformacién de la membrana
eritrocitaria. El eritrocito sano en condiciones fisiologicas tiene forma de disco biconcavo y

cualquier desviacion de la misma se considera una alteracion morfoldgica (Fontela, 2002).

Banda 3
Residuos de catboludratos

. GlicoforinaC

Bicapa lipidica

Figura 18-2: Membrana del Eritrocito
Fuente: (Hernandez, 2010)

2.11 Modelo de la membrana eritrocitaria

Generalmente son aceptadas por los especialistas tres geometrias moleculares las cuales son
Cilindrica, Cénica y Coénica Invertida, cada una con masa igual al promedio de las masas
moleculares de los cinco tipos de lipidos que conforman la membrana antes definidas, Estas tres
geometrias espaciales se conservan durante la accion del agente externo (AE) y explican las
diferentes formas de asociacién y de empaquetamiento espontaneo de los lipidos en las
membranas biolégicas. La masa, la densidad y la altura del lipido no varian bajo la accion del

agente externo, se considera su altura igual a la mitad del ancho de la bicapa.

Por todo lo cual el radio de la base del cono RA , el radio de la base del cono invertido RV y el

radio del cilindro R . La relaciéon de RV= V3R , donde el radio del cilindro se deduce a partir del
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area promedio de las superficies circulares de las cabezas polares R= 0.5nm,RV = 0.9nm. Se

asume que RV= RA

Bajo la accion de un agente externo toda la energia absorbida por la molécula es utilizada en
efectuar movimientos de flip-flop, por lo cual, en estas condiciones, todos los movimientos son
equiprobables y se hacen iguales los coeficientes de difusién correspondientes a cada tipo de
movimiento permaneciendo invariable (0). Los lipidos cilindricos y conicos invertidos son
eléctricamente neutros y los conicos presentan un centro de carga de signo tal que no altere la

electroneutralidad de la célula. (Hernandez, 2010)

Region polar

Region hidrofobica

Eje longitudinal

_ Eje longitudinal
de stmetria

; ; Eje longitudinal
de simetria

de simetria

(a) (b) (c)

Figura 19-2: Representacion geométrica de las conformaciones lipidicas. (a) Cono invertido, (b)

Cilindrico y (c) Cono.
Fuente: (Hernandez, 2010)

En condiciones fisioldgicas los lipidos se moveran libremente en una monocapa como si fueran
solidos rigidos, una consecuencia inmediata de esta suposicion es el cumplimiento del siguiente
teorema:

Teorema de Chasles: EIl desplazamiento mas general de un sélido rigido es una traslacion mas
un giro.

Por tanto podemos escribir la energia cinética & como la suma de la energia de traslacion
¢ tras mas la energia de rotacion &rot . EI movimiento de los lipidos en una monocapa lipidica es

descrito satisfactoriamente por la ecuacién de Einstein—Smoluchowski.

(X)2=2D,;t (2.1)

Donde Dr representa el coeficiente difusivo en la monocapa, t el tiempo y (X)? la distancia
media que recorre el lipido. Entre la movilidad p y el coeficiente de difusion D+ tiene lugar la
relacién de Einstein-Stokes.
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(2.2)

La ecuacion (2.1) junto con la relacion (2.2) permite expresar los coeficientes de difusion D+ (de
la geometria en cuestion) y las velocidades de los centros de masas de las moléculas que

difunden. Esto se lleva acabo para cada geometria lipidica en particular.

Bajo la accidn de un agente externo ha de cumplirse D+ - Dran lo cual trae como consecuencia que
exista un movimiento transversal preferencial en los lipidos cénicos invertidos, pues se tiene que
los conos invertidos presentan la geometria que requieren menos energia para realizar este
movimiento, EI cual provoca cambios en la elasticidad de la membrana y la aparicion de
alteraciones morfol6gicas, pero cuando los agentes externos dejan de actuar se restablece la
condicion Dt >» Dran Por lo tanto, al cesar la accion del agente externo las alteraciones

morfoldgicas son irreversibles.

Los lipidos de membrana con geometria cilindrica y cénica invertida se comportan como imanes
moleculares permanentes con caracteristicas magnéticas propias. Debido a la ubicacion de sus
centros de carga no coincidentes y a su movimiento de rotacion alrededor de su eje longitudinal

de simetria se origina un campo magnético molecular. Esto puede ser observado en la figura 16-2.

Aproximando la molécula a una espira y considerando el vacio, se tiene que el valor modular del
vector induccién magnética de un lipido cilindrico es dos veces mayor que el de un conico
invertido.

El eritrocito presenta una forma muy particular, que lo distingue radicalmente del resto de las
células, cada region de su membrana va a estar constituida mayoritariamente por un determinado
tipo de lipido atendiendo exclusivamente a su configuracion. Atendiendo a esto se tiene que la
region central se encuentra formada mayoritariamente por los lipidos cilindricos, tanto la
monocapa externa como la interna, mientras que la region periférica se encuentran lipidos cénicos

en la monocapa interna y conicos invertidos la externa.

El movimiento transversal originado por el agente externo en la region central da como resultado
un intercambio de geometrias lipidicas idénticas en esta zona. Por el contrario, en la region
periférica, el movimiento transversal produce un intercambio de geometrias lipidicas opuestas
entre la monocapa externa y la interna lo que altera el empaquetamiento lipidico de las mono

capas originando variaciones superficiales de esta region. (Hernandez, 2010)
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CAPITULO 1l

3. MARCO METODOLOGICO

3.1 Hipdtesis

Deteccion de cambios morfoldgicos del eritrocito humano irradiado con luz no coherente de un
diodo electroluminiscente infrarrojo en la sierra ecuatoriana, contribuird en el futuro como ayuda
en el diagndstico de enfermedades hematoldgicas.

3.1.1 Hipotesis nula:

Ho: No se registran nuevos cambios morfoldgicos ni patrones especificos, al irradiar con luz no

coherente de un diodo electroluminiscente infrarrojo en condiciones de la sierra ecuatoriana

3.1.2 Hipotesis alternativa:

H;: Deteccidn de nuevos cambios morfoldgicos o de un patron en las deformaciones ya existentes
del eritrocito humano irradiado con luz no coherente de un diodo electroluminiscente infrarrojo a
una energia de 300-9000 mJ, en condiciones de la sierra ecuatoriana.

3.2 Operacionalizacion de variables

Tabla 1-3: Descripcion de las variables dependientes e independientes

Variable Definicion conceptual Indicador indice
independiente

Deformaciones del | Los eritrocitos en su estado | Forma, colory julios
eritrocito humano | fisiolégico normal, tienen, por lo tamarfio
comun, la forma de discos
bicdncavos, cualquier desviacion de
la misma se considera una alteracion
morfologica al aplicar irradiacion con
una LED IR.
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Variable Definicion conceptual Indicador indice

dependiente

Tipo de Es la propiedad de los eritrocitos para | Cantidad de la | Identificacion
deformacionesy | cambiar sus caracteristicas normales energia de y conteo
namero de células | bajo condiciones estandar (flujo | emision del
deformadas en la | electromagnético) LED.

Sierra

Ecuatoriana.

Realizado por: Maria llguan, 2018

3.3 Tipo y Disefio de la investigacion

El presente trabajado de titulacién fue de carédcter experimental, debido a que se trata de
determinar los cambios morfol6gicos del eritrocito humano, al aplicar irradiacion con luz no
coherente de un diodo electroluminiscente infrarrojo en la Sierra Ecuatoriana, Cantdn Riobamba.
3.4 Unidad de analisis

En esta unidad se analizé la cantidad de radiacion que se aplicé a cada frotis de sangre, en la
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo donde la variable observable es el tiempo de
irradiacion que se realiza a cada placa del frotis de sangre.

3.5 Poblacion de Estudio

La poblacién se consider6 a 21 personas varones tomadas al azar dentro de las edades de 20 afios
hasta los 30 afios de donantes sanos desde el punto de vista hematoldgico, los mismos fueron
seleccionados de una poblacién de 50 personas.

3.6 Tamano de la Muestra

La muestra se considerd igual a la poblacion

3.7 Técnica de recoleccion de datos

Observacion
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3.8 Equipos y materiales

Las caracteristicas generales de la fuente utilizada en el experimento son:
P, es la potencia expresada en miliWatts (mW), A, es la longitud de onda del haz luminoso

expresada en nandmetros (nm), A”es el area de la mancha luminosa, (denominada en la literatura

> Fuente de luz utilizada

como spot) de la fuente utilizada LED IR dada en (cm?)

Figura 1-3: (a) Diagrama del montaje experimental. 1-
Lamina portaobjetos. 2-Sangre extendida. 3-puntero del
LED IR. 4-Cono de luz. (b) Detalle del puntero. Se muestra

gue el didametro del spot es de 5mm.
Fuente: (Herndndez, 2010)

Tabla 2-3: Caracteristicas de la fuente utilizada

No

Fuente

ho(nm)

P, (mw)

A" (cm?)

LED Ga-As

940

10

0.20

Realizado por: Maria llguan, 2018

El experimento se realiza con sangre de donantes sanos desde el punto de vista hematoldgico,

» Seleccion de muestra de sangre

seleccionada por especialistas del laboratorio clinico.
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» Extension del tejido sanguineo

Se vierte una gota de sangre y se extiende en ld&minas portaobjetos como se muestra en la Figura
2-3. Esto permite obtener una monocapa de no méas de 5 micras (espesor de unos hematies), Es
recomendable que las extensiones sean realizadas por la misma persona que realiza el
experimento, la cual debe ser lo més experimentada posible; con lo que garantiza que todas las
extensiones hayan estado sujetas en cierto grado de aproximacion a las mismas deformaciones
mecanicas. Una correcta elaboracion de la extension evita que los globulos rojos aparezcan

aglutinados en toda la extensién.

\» N
Gota de sangre“\ m— - ~

Q

\..

:. \ N
Gota de sangre extendida uniformemente
a lo largo del canto del extensor

Figura 2-3: llustracion del método para preparar extensiones de sangre.
Fuente: (Hernandez, 2010)

Posteriormente se procede a seleccionar y macar la zona a irradiar, se irradia las muestras durante

diferentes intervalos de tiempos, esto se realiza para un solo valor de potencia.

Concluida la irradiacion de las muestras se procede de la siguiente manera:

1. Lasangre extendida se fija en alcohol

2. Se colorea con Giemsa las extensiones previamente fijadas.

> lrradiacion

La irradiacién de la muestra sanguinea se realiza perpendicular a la superficie de la misma,

colocando el spot de la LED IR a una distancia de 1 mm de la lamina portaobjetos.
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El campo visual o de observacion tiene un didmetro promedio de 100 didmetros eritrocitarios. La
fuente de luz se coloca a una pequefia distancia (Lmm) del area a irradiar Ai considerando que
todos los rayos luminosos provenientes del spot de la fuente son paralelos; por tanto, es valido
tomar Ai = A", donde A" es el area del spot de la fuente, la cual tiene un diametro de 5mm.

Es necesario tener presente que tanto el campo de observacion de area Ay, como las regiones de
A"y A son circulares, por tal razén a, puede ser expresada facilmente en funcién del valor
promedio de los didmetros eritrocitarios. Conjuntamente con esto ha de cumplirse que, todos los

campos visuales estaran incluidos en el interior de la zona a irradiar por tanto podemos plantear:

A\
a4, °

Area del campo

d =0.18mm

d

r==

2
r=0.09mm
A, =JT*1?2

A, = JI (0.09mm)?
A, = 0.025434 mm?

Areairradiada

d=5mm

r=-—
2

r=25mm

Ai=JI*r?
Ai=JI (2.5mm)?
Ai =19.625mm?

_ 19.625 mm?
No=———
0.025434mm?

No=771

Donde No: nimero de campos visuales de la zona irradiada. Tomando 7.56um como valor
promedio de los didmetros de los eritrocitos y 5mm como el didmetro del spot (LED IR), se

obtiene los resultados mostrados en la Tabla 9-3.
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Tabla 3-3: Caracteristicas de la zona a irradiar. El conteo se realiza en 90 campos visuales.

Diametro promedio de los | Numero de campos visuales | % de campos en los cuales

eritrocitos en la zona a irradiar se realiza el conteo.

7.6 pm 771 2%

Realizado por Maria : llguan, 2018

» Empleo del microscopio 6ptico

La observacion se realiza con la técnica de campo abierto, para la misma se emplea un
microscopio Optico con aumento objetivo de 100x y ocular de 10x (1000x de aumento total),
obteniendose que el nimero de eritrocitos por campo visual Nec es de 335 como promedio en
condiciones fisioldgicas.

Poner en préctica esta técnica requiere de pequefios volumenes de sangre, pero es preciso que la
sangre no se encuentre seca durante el periodo de irradiacion, por lo que se debe seleccionar la
zona a irradiar inmediatamente después de extendido el tejido. Ademas, es de suma importancia

gue el marcaje no se realice en una region sujeta a deformaciones mecanicas.
» Conteo de las deformaciones

El conteo de las deformaciones se efectla en la zona irradiada marcada con anterioridad, En esta
zona se tomd 90 campos visuales o campos en observacién y se evalu6 el namero de células
deformadas en cada uno de ellos. Cada tipo de alteracion encontrada en una célula se considera
independientemente una de otra, es decir, en una misma célula puede existir mas de una
deformacion por lo tanto al realizar el anélisis numérico, esta célula aparece tantas veces como
tipo de deformaciones presente.

> Condiciones ambientales

El experimento se realiz6 a una temperatura 20°C y a presion atmosférica (1029 hPa).
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» Esquema experimental

En cada extension se toma 90 campos visuales en cada uno de los cuales se realiza la

identificacion y conteo de las deformaciones.

Cada extension contiene la informacion sobre el nimero y el tipo de alteraciones morfoldgicas

correspondientes al valor de potencia y a cada valor diferente de tiempo de irradiacion.

Para caracterizar un punto experimental (potencia y tiempo de irradiacion prefijados) se toman

tres extensiones.

» Montaje experimental

El método experimental que se propone consiste en lo siguiente: el tejido sanguineo es extendido
sobre la ldmina portaobjetos, posteriormente se selecciona la zona a irradiar y se coloca el puntero

de LED IR a un milimetro de la muestra.

El proceso de irradiacion no debe extender por mas de 20 minutos, pues transcurrido este tiempo
la sangre se encontrara seca. En tales condiciones los lipidos de la membrana eritrocitaria no
podré realizar ningun tipo de movimiento, perdiendo la matriz lipidica todas sus propiedades
elasticas y la capacidad de deformarse por la accion luminosa.

Este comportamiento fue corroborado experimentalmente en los laboratorios de la Facultad de
Ciencias de la Carrera de Quimica de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, donde se
tomaron muestras del tejido extendido las cuales fueron irradiadas después de distintos tiempos
de secado, obteniéndose que después de 20 minutos la extension esta seca y no hay

deformaciones en el campo externo.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracteristicas generales de la observacién

La técnica experimental propuesta exige de una cuidadosa eleccion de la zona a irradiar. En el
diagrama que aparece en la Figura 19-4, se muestran de manera genérica los resultados obtenidos

durante la observacion.

Zoma contaminada y
sujeta & deformachome s

DIRECCION DE LA REALIZACION DE LA EXTENSION

Figura 1-4: Diagrama de la zona irradiada de diametro di.
Fuente: (Hernandez, 2010)

Las zonas sujetas a las deformaciones mecéanicas alcanzan valores que presentan en promedio un
ancho r, de un campo de observacion. (a) Representa eritrocitos sanos, (b) eritrocitos deformados
(con espiculas en este esquema en particular). (c) Eritrocitos contaminados y deformados

mecanicamente por la accién del lapiz.
A la derecha de la zona contaminada y sujeta a deformaciones mecanicas aparecen eritrocitos

aglutinados debido a que en esta region la extension no es lo suficientemente fina y los eritrocitos

Se encuentran superpuestos.
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4.2 Normalidad de los Datos de deformaciones morfoldgicas de los eritrocitos

4.2.1 Calculo estadistico de la prueba de Kolmogorov Smirnov

La prueba de Kolmogorov-Smirnov se utilizo para conocer si datos obtenidos en esta
investigacion de las deformaciones morfoldgicas de los eritrocitos cumple con una distribucion
normal. Esta prueba se basa en la comparacion tedrica propuesta frente a una distribucién
observable, la misma que fue realizada en el programa estadistico SPSS.

El valor de Kolmogorov Smirnov se calcula mediante la siguiente expresién:

D =max (|[Fi — @ (Zi)| o |[Fi—1 — @ (Zi))]) (1-4)

Regla de decision:

1. Si D > Dn, o rechazo H,

2. Si p-value < o rechazo Ho

Donde n es el nimero total de datos a analizar, o nivel de significancia, Fi es la
equiprobabilidades (todos los resultados posibles son igualmente probables), D es la distribucion
normal de los datos y @ (Zi) es el percentil (es una medida de posicion usada en estadistica).

Para el calculo se tienes las siguientes condiciones:

1. Nivel de significancia a = 0.05

2. Nivel de confianza = 95%
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Tabla 1-4: Normalidad de los datos obtenidos con la prueba de Kolmogorov-Smirnov

Prueba de kolmogorov-smirnov para una muestra Deformaciones
N 18

Parametros normales®® Media 6,0012
Desviacion estandar 1,104
Maximas diferencias extremas Absoluta ,180
Positivo ,180
Negativo -,120
Estadistico de prueba ,568

Sig. asintotica ,9604¢d

Realizado por: Maria llguan, 2018

En el estudio de normalidad de los datos de esta investigacion obtenidos de los resultados de la
irradiacion con luz no coherente a los eritrocitos humanos, se muestra en la tabla 1-4, donde se
puede identificar qué el valor de nivel confianza es de 0.9604, la misma gque es mayor que el valor
de significancia a= 0.05, lo que demuestra que en este caso la distribucion de los datos de las
deformaciones morfolégicos del eritrocito humano se ajusta perfectamente a una distribucién

normal como se puede observar en el siguiente grafico 1-4.

N\

Frecuencia

1Y%

2,00 4,00 5,00 5,00 10,00
DEFORMACIONES

Grafico 1-4: Curva de normalidad de las deformaciones del eritrocito
Realizado por: Ilguan Maria 2018
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4.3 Pruebas de Hipdtesis

La comprobacion de las hipétesis se realiza mediante la aplicacion de la prueba de t de Student,
para este andlisis primeramente los datos deben ser normalizados o sea cumplir una distribucion
normal y conocer si las varianzas pueden ser o no iguales. La normalidad fue ya comprobada

aplicando la prueba de Kolmogorov Smirnov.

La prueba t de Student me permite conocer si la hipdtesis nula o la alternativa se comprueban. El
nivel de significancia (o) es de 0,05 y mediante la siguiente ecuacion se tiene

r-X-# 2— 4
s/\n

Donde X es el valor de la medias de la muestra, g un nimero cualquiera de los datos s es la

varianza muestral, y n representa el nimero de datos totales de la muestra.

Regla de decision: prueba de hipotesis

1. Sip-value < a rechazo Ho

2. Si p-value > a acepto Ho

4.3.1 Prueba det Student

Al aplicar la prueba de Kolmogorov Smirnov se demostrd que la distribucion de los datos es
normal, entonces para la prueba de hipétesis aplicamos la prueba t de Student, en el programa
estadistico SPSS.

Tabla 2-4: Prueba de t de student

Prueba t para una muestra
Prueba de Diferenciade | 95% de intervalo de confianza de la
muestra medias diferencia
Unica t gl p-value Inferior Superior
VAR0000 1,62167
1 2.811 | 17 0,0201 ' ;3339 ,9094

Realizado por: Maria llguan, 2018

Dado que p-value es 0,0201 y como este valor es menor que 0.05 entonces se rechaza la hipotesis
nula (Ho) y se acepta la hipotesis alternativa (H:) aplicando la regla de decision de las hipotesis, la

cual afirma la deteccion de nuevos cambios morfolédgicos o de un patron en las deformaciones ya
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existentes del eritrocito humano irradiado con luz no coherente de un diodo electroluminiscente

infrarrojo a una energia de 300-9000 mJ, en condiciones de la sierra ecuatoriana.

4.4 Andlisis estadistico descriptivo de las deformaciones morfoldgicas de los eritrocitos.

En el presente trabajo de investigacion, se presentan los resultados de los diferentes tipos de
deformaciones morfoldgicas del eritrocito humano en el tejido extendido bajo la accion de la luz
no coherente de un diodo electroluminiscente infrarrojo con una potencia constante de 10mW vy
diferentes intervalos de tiempo (30s, 60s, 180s, 300s 600s y 900s) que permitié calcular la energia

aplicando la siguiente ecuacion: E = P.t

Tabla 3-4. Datos de los eritrocitos degradados y deformados segun la Energia

aplicada.
ENERGIA NUMERO DE ERITROCITOS DEGRADADOS
(mJ) PLACAS Y DEFORMADOS
SANGUINEAS

300 3 11,1
300 4 11,9
300 5 11,6
600 6 3,6
600 7 4,6
600 8 4.2
1800 9 8,0
1800 10 8,6
1800 11 8,9
3000 12 151
3000 14 16,4
3000 15 17,0
6000 16 38,8
6000 17 36,9
6000 18 37,63
9000 19 46,9
9000 20 48,1
9000 21 49,2

Realizado por: Maria llguan, 2018
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En la Tabla 3-4 se presenta los resultados obtenidos, segun la energia aplicada a cada una de las
placas después de la aplicacion de la irradiacion a las mismas, obteniendo como resultado la
degradacion y la deformacion del eritrocito humano.
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40,04

30,0

20,0
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Media de ERITROCITOS DEGRADADOS Y DEFORMADOS

o
|

T T T T T T
300,0 00,0 18000 3000,0 6000,0 9000,0
ENERGIA (mJ)

Gréfico 2-4: Eritrocitos Degradados y Deformados vs Energia
Realizado por: Maria llguan 2018

Segun el Grafico 2-4: Se puede observar que los eritrocitos, a una energia de 300mJ se degradan,
es decir cambian de color, manteniendose a una potencia constante de 10 mW y variando el
tiempo en cada una de las placas. Al aumentar la energia de emision los eritrocitos ademas de ser

degradados van deformandose a energias mayores de 600 mJ.
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Tabla 4-4: Datos de tipos de deformaciones de los eritrocitos segun la Energia aplicada.

ENERGIA | ERITROCITOS | ERITROCITOS | ERITROCITOS | ERITROCITOS ERITROCITOS ERITROCITOS

(mJ) DEGRADADOS | DENTADOS PILAEN ACANTOCITOS | DREPANOCITOSIS | ESPICULARES
MONEDA

300,00 11,10

300,00 11,90

300,00 11,60

600,00 3,60

600,00 4,60

600,00 4,20

1800,00 5,50 2,50

1800,00 5,80 2,80

1800,00 6,00 2,90

3000,00 6,50 2,60 6,00

3000,00 6,80 2,80 6,80

3000,00 7,00 2,80 7,20

6000,00 17,00 3,90 14,10 3,80

6000,00 15,50 3,80 14,30 3,30

6000,00 15,40 4,40 14,13 3,70

9000,00 17,60 5,20 16,70 5,20 2,20

9000,00 17,80 5,80 16,90 5,10 2,50

9000,00 17,80 6,10 17,30 5,20 2,80

Realizado por: Maria llguan, 2018
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En la tabla 4-4 se puede apreciar la clasificacion de los tipos de deformaciones morfoldgicas
del eritrocito humano la misma que se realiz6 a traves de microscopio optico, las cuales son de
tipo Dentados, Pila en Moneda, Acantocitos, Drepanocitosis y Espiculares que aparece segin la
energia aplicada a cada una de las muestras sanguineas.

En los siguientes gréaficos se detallan cada tipo deformaciones morfoldgicas del eritrocito

humano obtenidas en este trabajo de titulacion.
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10,0

5,0

(DEGRADADOS)
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Media de ERITROCITOS CAMBIADOS DE COLOR

3UIU BEIIU 18IEIEI 3UIUU EUIUU QUIUU
ENERGIA (mJ)

Grafico 3-4: Degradados de color vs Energia
Realizado por: Maria llguan, 2018

En el Grafico 3-4: Se puede observar que a los 300mJ los eritrocitos se degradan, es decir
cambian de color. A una energia, que esta dada por una potencia constante de 10 mW y a un de

tiempo de 30s. Entonces a esta Energia no existe deformacion morfoldgica de los eritrocitos.
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Grafico 4-4: Eritrocitos Dentados vs Potencia
Realizado por: Maria llguan, 2018

Segun el Gréfico 4-4: Ademas de otros tipos de deformaciones morfoldgicas del eritrocito
humano, tambien se observa que al tiempo de 60s y a una energia de 600mJ, se verifica que
existen deformaciones morfoldgicas de tipo Dentados de los eritrocitos. Con estos resultados se
puede verificar que a mayor Energia existirdn mas cantidad de eritrocitos deformados de tipo

dentados.
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Grafico 5-4: Eritrocitos Pila en Moneda vs Energia
Realizado por: Maria llguan 2018
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Segun el Grafico 5-4: A partir del tiempo de irradiacion a 180 sy a una energia de 1800 mJ,
se puede observar las deformaciones morfoldgicas de tipo Pila en Moneda de los eritrocitos, en

la cual podemos notar que a mayor Energia este tipo de deformacién va en forma creciente.
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Gréfico 6-4: Eritrocitos Acantocitos vs Energia
Realizado por: Maria llguan, 2018

Segun el Grafico 6-4: A partir del tiempo de 300s y a una energia de 3000 mJ, se puede
observar las deformaciones morfolégicas del eritrocito de tipo Acantocitos que va en aumento

hasta la energia de 9000mJ, ademas de otros tipos de deformaciones del eritrocito humano.
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Gréfico 7-4: Eritrocitos Drepanocitosis vs Energia
Realizado por: Maria llguan 2018
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En el Gréfico 7-4: Se puede observar que al valor de energia de 6000 mJ existe deformacion
morfoldgica del eritrocito de tipo Drepanocitos que claramente se puede apreciar que a valores
de energia superiores a este valor serd mayor la cantidad de eritrocitos deformados de este tipo.

Media de ESPICULARES

ENERGLA (mJ)

Grafico 8-4: Eritrocitos Espiculares vs Energia
Realizado por: Maria llguan, 2018

Segun el Gréfico 8-4: Al tiempo de 900s y a una energia de 9000mJ, se puede observar las
deformaciones morfoldgicas de tipo Espiculares, que poseen espiculas largas distribuidas
regularmente por toda su superficie, tipico de anemias, ingestion de naftalina y en insuficiencia
renal. Con estos resultados se puede verificar que existen deformaciones del eritrocito cuando se

aplica mayor Energia.

Tabla 5-4: Datos del total de eritrocitos

ENERGIA (mJ) TOTAL DE ERITROCITOS
(NORMALES + DEFORMADOQS)
300 336,50
300 336,50
300 335,90
600 335,70
600 335,80
600 336,50
1800 336,00
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1800 335,90
1800 336,90
3000 336,70
3000 336,70
3000 336,10
6000 335,60
6000 336,50
6000 335,70
9000 335,30
9000 336,20
9000 335,40

Realizado por: Maria llguan, 2018

En la Tabla 5-4: se puede apreciar el nimero total de eritrocitos, es decir la suma de eritrocitos

normales y deformados en color, forma, tamafio y agrupaciones, después de aplicar la

irradiacién con diferentes intervalos de tiempo.
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Gréfico 9-4: Total de Eritrocitos (normales + deformados)

Realizado por: Maria llguan, 2018

En el Grafico 9-4: Se puede observar el total de eritrocitos, despues de la aplicacion de la

irradiacion a distintos valores de energia donde se puede ver que a 3000 mJ existe un

pico alto del total de deformacion morfoldgica del eritrocito, es decir que a este valor de

energia existe mayor cantidad de células sanguineas deformadas.
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Gréfico 10-4: Total de eritrocitos normales
Realizado por: Maria llguan, 2018

En el Gréafico 10-4: Se puede observar el total de eritrocitos normales al aplicar distintos
valores de energia que va desde 300 mJ-9000 mJ, como se puede apreciar a 600mJ de energia

las células sanguineas normales van disminuyendo al emplear mayor cantidad de energia.
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Grafico 11-4: Total de Eritrocitos deformados
Realizado por: Maria llguan, 2018

En el Gréfico 11-4: Se puede observar el total de eritrocitos deformados, a partir del valor de
energia de 600mJ existen los diferentes tipos de deformaciones morfologicas del eritrocito
humano como se aprecia en la tabla 4-4, los mismo que va en aumneto de forma evidente desde
el valor de 3000mJ hasta 9000mJ.
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4.5 Discusién de Resultados

Para este trabajo experimental se requiere de mucho menos volumen de sangre que las técnicas
consultadas en la literatura. A las muestras de frotis de sangre se les aplico diferentes energias
de 300, 600, 1800, 6000 y 9000 mJ. Estas energias son calculadas a partir de una potencia
constante de 10mW multiplicadas por el tiempo de emisién (30s, 60s, 180s, 600s y 900s), como

se muestra en la tabla 3-4.

Es asi que al aplicar los 300mJ de energia los eritrocitos se degradan o cambian de color. A un
tiempo de 60s y a una energia de 600mJ se verifica que existen deformaciones morfoldgicas de
tipo Dentados de los eritrocitos los mismo se muestra en la tabla 4-4. Con estos resultados se
puede verificar que a mayor Energia existirdn mas cantidad de eritrocitos deformados de tipo

Dentados.

A partir del tiempo de irradiacién de energia de 1800 mJ, ademas de los otros tipos de
deformaciones morfologicas se observan deformaciones de tipo Pila en Moneda de los
eritrocitos. Y a una energia de 3000 mJ, se puede observar las deformaciones morfoldgicas de
tipo Acantocitos ademas de otros tipos de deformaciones del eritrocito humano.

A los 6000 mJ de energia, se observa deformaciones morfolégicas de tipo Drepanocitos.
Finalemente al aplicar una energia de 9000mJ, se muestran las deformaciones morfolégicas de
tipo Espiculares, por lo tanto al aplicar mayor cantidad de energia aumenta los diferentes tipos
de deformaciones morfologicas de los eritrocitos humanos. Con estos resultados se puede
verificar que existen deformaciones del eritrocito cuando se aplica mayor Energia. Todos estos

resultados obtenidos durante este trabajo se los muestra en la tabla 4-4.
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CONCLUSIONES

» Al Irradiar con una LED IR con longitud de onda de 940 nm a los eritrocitos humanos,
los resultados del trabajo experimental, muestran que al aplicar una mayor cantidad de
Energia dependiendo del tiempo de emision, los eritrocitos se van deforméandose en los
diferentes tipos de deformaciones morfoldgicas.

» Serealizd el conteo de los diferentes tipos de deformaciones morfoldgicas del eritrocito
humano a través del microscopio Optico que permitié la observacion de 771 campos

visuales del area total de irradiacion de cada una de las placas sanguineas.

» Se identifico las deformaciones morfoldgicas del eritrocito humano, teniendo en cuenta
el tamafio, la forma, el color, las inclusiones intra eritrocitarias y las agrupaciones del
eritrocito, ya que como consecuencia de la aplicacion de la irradiacion estos parametros
del eritrocito normal sufrieron cambios que se pudo comprobar mediante la
observacion, en el microscopio y realizar su respectiva clasificacién por cada tipo de
deformaciones que se pudo observar al momento de nuestro trabajo experimental,
donde se comprueba que en el tejido extendido y a valores de Energia inferiores a
9000mJ, las deformaciones més numerosas son los Dentados mientras que para 9000mJ
la deformacién morfolégicas de los eritrocitos es de tipo Espiculares en su mayoria.
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RECOMENDACIONES

> Digitalizar las iméagenes de las extensiones irradiadas y contar las deformaciones con un
software apropiado.

» Hacer el experimento con otras técnicas de microscopia dptica como: luz polarizada
para observar birrefringencia que aportard nueva informacién, desarrollar técnica de
irradiacién y secado para realizar microscopia electronica de barrido (SEM) en las

muestras
> Estudiar el efecto en la membrana eritrocitaria al irradiar con luz de LED de diferentes

longitudes de onda 488nm, 525nm, 590nm y 626nm que pertenecen a equipos

utilizados actualmente en terapias clinicas.
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GLOSARIO

La membrana citoplasmatica: es una estructura laminar que no sélo representa el limite fisico de
la célula

Las membranas biolégicas:  estdn compuestas por lipidos, proteinas y carbohidratos en menor
proporcion, los cuales constituyen frecuentemente menos del 5% de su masa total.

Sangre: es un tejido conectivo liquido, que circula por capilares, venas y arterias de todos los
vertebrados.

Eritrocito: Células anucleadas cargadas de hemoglobina de forma aplanada (disco biconcavo). Su
funcidn es el transporte de oxigeno y CO2.

Desviacion estandar (o): es una medida de dispersion que indica que tan dispersos estan los datos
con respecto a la medida.

Trombocito: Fragmentos de células grandes con abundantes vesiculas de secreciéon de forma
irregular, pequefio tamafo, sin nucleo.

Plaquetas: Las plaguetas son pequefias células que circulan en la sangre; participan en la
formacion de codgulos sanguineos y en la reparacién de vasos sanguineos dafiados.

Leucocito: Son células de aspecto blanquecino, con nucleo y caracteristicas especificas para
realizar funciones de defensa.

Energia: es la capacidad que tiene todo cuerpo para realizar una accion o trabajo.

Intensidad: es la cantidad de energia de radiacion que fluye por unidad de area.

La Luz: Es una forma de radiacién electromagnética, llamada energia radiante, capaz de excitar la
retina del ojo humano y producir, en consecuencia, una sensacion visual.

Propagacion de la luz: La naturaleza ondulatoria de la luz puede ser despreciada debido a que
aqui la luz es como un chorro lineal de particulas que pueden colisionar y, dependiendo del medio,
se puede conocer cual es su camino a seguir.

Longitud de onda (A): Es la distancia entre dos puntos maximos de la amplitud, es decir, la
distancia entre dos crestas consecutivas o entre dos valles consecutivos.

Amplitud (A): es la maxima distancia de cualquier punto de la onda respecto a su posicién de
equilibrio. Podria decirse que es la altura de la onda.

Cresta: Es el maximo valor positivo de la amplitud.

Valle: Es el maximo valor negativo de la amplitud.

Frecuencia: Es la cantidad de ondas que se propagan en cada unidad de tiempo.

Elongacion: Es la longitud o distancia que se encuentra entre la posicion de equilibrio de un punto
determinado en oscilacion y el lugar donde esta un objeto en un momento determinado.

Periodo (T): Es el tiempo que emplea la onda en realizar un desplazamiento total, Ilamada

elongacion.



Reflexion de la luz: Es el fendmeno que se observa cuando un rayo de luz incide sobre una
superficie y se refleja.

Refraccion de la luz: La refraccion es el fendmeno fisico que explica la incidencia de las ondas de
luz contra la superficie de un material y su curso posterior cuando el material sobre el cual absorbe
la onda.

Interferencia constructiva: Esta se produce al interponerse dos 0 mas ondas que coinciden en el
mismo lugar del espacio, aumentando la amplitud de la onda resultante.

La dptica fisica: Parte de la fisica que explica los fendmenos producidos por la interaccion de la
luz con objetos materiales, cuyas dimensiones son similares a las de la longitud de onda.
Polarizacién de la luz: Es un fendmeno fisico donde las ondas de luz estan restringidas a una sola
direccion de vibracion, describiendo la orientacion de sus oscilaciones.

Coherencia: Propiedad de las ondas electromagnéticas que estan en fase (cuando se suman sus
amplitudes) tanto en el tiempo como en el espacio.

Luz no coherente: Esta se produce cuando los rayos de la fuente luminosa salen en multiples
frecuencias y fases de vibracion dispersa, se ensancha haciéndose menos intensa en un corto
periodo de tiempo

Luz coherente: Es cuando los rayos de la fuente luminosa salen de ella paralelos entre si, es decir
tienen todas las mismas frecuencias y se propagan en la misma direccidn, y en forma acompasada o
en fase.

Instrumentos Opticos: Tienen como base conocimiento cientifico, sirve para procesar ondas de luz
con el fin de mejorar una imagen para su visualizacion.

Sistemas Opticos: Es un conjunto de medios transparentes y homogéneos separados por superficies
de forma geométrica sencilla.

Microscopio Optico: El microscopio es un instrumento Optico que permite visualizar cuerpos
pequefios que no son observados a simple vista.

LED: Son dispositivos en estado solido que generan luz, constituidas por material semiconductor
dotado de dos terminales positivo y negativo, al estar el LED encendido libera energia en forma de
fotones, el color de la luz depende del material semiconductor utilizado.

Una lente convexa o positiva: Esta tallada de tal manera que todos los rayos paralelos que incide
sobre ella son desviados hacia el mismo punto, originando una imagen real.

Una lente concava o negativa: Es aquella que siempre aumente la divergencia de los rayos que
pasan por ella, los rayos paralelos que incide sobre una lente negativa divergen después de pasar

por ella formando una imagen virtual.
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Anexo A: Observacion en el microscopio
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Anexo B: Observando las muestras sanguineas en el microscopio.
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Anexo C: Resultados de las observaciones de las muestras sanguineas
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