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Resumen.

La desnutricion grave es un problema que afecta a paises subdesarrollados como
México. Sectores como la poblacién infantil y el adulto hospitalizado son victimas
de enfermedades oportunistas causadas por este problema. El sistema inmunitario
puede verse afectado tanto en érganos (por ejemplo, timo y bazo) como en células
(mononucleares: linfocitos y monocitos). Diversos estudios muestran que en
algunos tejidos hay dafio en la bioenergética celular debido a la desnutricion, sin
embargo, se requieren estudios de desnutricion en células mononucleares. El
presente trabajo aborda el metabolismo energético de este tipo celular a través de
la implementacién de una técnica de espectroscopia de fluorescencia por laser.

El NADH (nicotinamina adenina dinucle6tido reducido) es una molécula
fluorescente que juega un papel fundamental en la produccion de ATP (Adenosin
Trifosfato). Los resultados presentados de fluorescencia de NADH, muestran que
células mononucleares de ratas con desnutricion grave, tienen emision maxima
de fluorescencia promedio, disminuida en un 42 % comparada al de ratas bien
nutridas. También se muestra que el NADH ligado a proteinas en las ratas
experimentales es 50% menor que el de ratas bien nutridas, por lo tanto, linfocitos
y monocitos en ratas con desnutricibn grave, presentan cambios en el
metabolismo bioenergético que podrian explicar las diversas alteraciones que se
han observado en las células del sistema inmunoldgico.




INTRODUCCION.

Los alimentos deben contener los elementos nutritivos necesarios para la dieta
humana, donde los mas importantes son las proteinas, que sirven para el
mantenimiento de las funciones biologicas en los seres vivos. De no proporcionar
estos elementos nutritivos, pueden causar desnutricion.

El hambre y la desnutricidbn son un problema global que ha tenido la humanidad
desde sus comienzos, por ejemplo, la Europa medieval sufri6 de 2000 hambrunas
y en México se tiene un registro de mas de doscientas en los 500 afios
transcurridos entre los siglos XV y XIX (Mufioz y Chavez, 2007) , y que continda
en la actualidad, especialmente en los paises en vias de desarrollo, pese a sus
politicas de tratar de disminuir el problema del hambre y de la desnutricion .

Se ha estimado que 178 millones de nifios menores de cinco afios en el mundo
sufren de desnutricion crénica (baja talla de acuerdo a la edad). En el tercer
mundo existe un gran indice de mortalidad en el sector infantil por este problema
(Maiz y Velasco, 1994). Por otro lado, puede darse en pacientes hospitalizados
una lenta recuperacion del enfermo y un estadio prolongado en el hospital, donde
el factor importante en este problema es la falta de requerimientos energético-
proteinicos hacia el paciente (Espinoza, Zafra-Tanaka, Saavedra, Flores,
Sanchez, 2008).

La desnutricion puede presentarse en sectores de la poblaciéon tanto infantil
(Cepeda et al., 2002) como el adulto mayor (Maiz y Velasco, 1994), que provoca
dafios en diferentes 6rganos y sistemas. Uno de los sistemas afectados, es el
sistema inmunoldgico. Existe una disminucion en 6rganos de este sistema, como
bazo y timo, asi también, se encuentra una disminucion en el nimero de células
inmunologicas (Cortés, Gonzalez, Gomez y Ortiz, 2008)

Otro hallazgo acerca de las consecuencias de la desnutricion, es la afectacion en
el metabolismo bioenergético, ya que se presenta una disminucion en la
produccion de ATP y una alteracién en las proteinas mitocondriales, no obstante,
estos estudios se han hecho en hepatocitos y miocitos, por lo que en este trabajo
se aborda el estudio en células mononucleares, para dar una mayor explicacion a
los problemas que con lleva la desnutricibn grave en el sistema inmunolégico
(Ferreira y Gil, 1984).
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1.0 NUTRICION Y DESNUTRICION

1.1 Nutricién

El estudio de la nutricion ha cobrado importancia desde el siglo XX, se ha visto
que en todas las edades una buena nutricion ayuda a contraer menos
enfermedades encontrandose relacionado con el sistema inmunitario, que le
permite al individuo gozar de una buena salud (Mayevsky y Rogatsky, 2007).

La nutricion segun la OMS es el proceso a través del cual los organismos vivos
toman y transforman en su interior sustancias sélidas y liquidas, que le son
extrafias y que necesita para el mantenimiento de la vida, esto es, el
funcionamiento de sus érganos, la produccion de energia y el crecimiento, por lo
gue es importante para los seres vivos y en particular para el ser humano, tener
una buena alimentacion que provea los nutrientes esenciales (aquellos
compuestos organicos o inorganicos presentes en los alimentos que son utilizados
por el cuerpo para sus funciones vitales).

Entre los nutrientes para la dieta de un ser humano tenemos a las vitaminas,
minerales, carbohidratos, grasas Yy proteinas que aportan la energia necesaria
para el cuerpo .Los investigadores han ideado una forma de medir esa energia en
los alimentos y es a través de la caloria, esta se define como la cantidad necesaria
para elevar la temperatura de un gramo de agua un grado centigrado, la forma
mas comun de expresar las unidades es en calorias (Prentice, 1999).

En la siguiente tabla se encuentran la cantidad de calorias que aportan los 3
nutrientes:

Nutriente (1 gramo) Cal
Grasas 9
Proteinas 4
Carbohidratos 4

Tabla 1.1 Cantidad de calorias que aportan los nutrientes (Prentice 199).
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1.2 Desnutricion

Las proteinas son el material de construcciéon de los seres vivos, estos tienen una
gran diversidad en la naturaleza, esta versatilidad es gracias a la combinacion de
los aminoacidos. Estas sustancias son esenciales para el hombre, donde su
aportacion puede venir de alimentos de origen animal o vegetal siendo el conjunto
de estos productos alimenticios la mejor alternativa para la dieta del ser humano.
Ahora bien, la deficiencia en la cantidad o calidad de amino&cidos puede llevar a
problemas de desnutricion. La desnutricion se define por tanto como una ingesta
incorrecta o deficiente de nutrientes indispensables para la vida.

1.2.1 Clasificacion de la desnutriciéon

La desnutricion se clasifica en primaria y secundaria (Mufioz y Chavez, 2007); la
primera es debido a una deficiencia en el aporte alimentario debido a distintos
factores, sociales, familiares o por falta de recursos en cantidad o calidad. La
segunda se debe a enfermedades que alteran el apetito, la funcién digestiva,
como el cancer, la diabetes avanzada, etc.

Existen sin embargo, otras clasificaciones sobre todo en desnutricidon infantil, que
son leve, moderada y grave, las cuales se pueden determinar a partir del peso del
paciente (Mufioz y Chavez, 2007). La desnutricion que cursa con una disminucion
entre el 10 y 25 % del peso y de la talla, se diagnostica como desnutricion leve.
Cuando dicha disminucion es del 26 al 39 % se considera una desnutricion
moderada. La desnutricion grave es diagnosticada cuando la disminucién del peso
y talla es mayor al 40 %. Por otro lado, se ha clasificado la desnutriciébn por
insuficiencia cal6rica-proteinica y por micronutrientes, esta Ultima no es comun
que llegue a ser muy grave y no obstante, es la que mas importancia se ha dado a
nivel nacional como internacional (Mufioz y Chavez, 2007).

Los diferentes grados de desnutricion se resumen en la siguiente tabla.

Tipos de desnutricion (subdivision) Porcentaje de bajo peso
Leve 10%
Moderada 25%
Grave 40%

Tabla 1.2. Tipos de desnutricion presentados son a partir del peso corporal de un
organismo bien nutrido.
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1.2.2 Patologias de la desnutricion

Se ha estimado que el mundo puede producir suficiente comida para proveer a
una persona con mas de 2700 calorias por dia, lo que es una cantidad apropiada
para una buena alimentacion (Parra, Téllez y Briones, 2003). Por lo que un aporte
menor de calorias tiene como resultado cierto tipo de patologias, sin embargo,
esas calorias deben ser provistas por cada uno de los nutrientes como los
carbohidratos, las grasas y las proteinas, siendo cada una de ellas necesarias, no
s6lo como aporte calérico, sino también como material importante en la
construccion celular, como es el caso de las proteinas, que proveen de los
aminoacidos que necesita el organismo para fabricar proteinas.

Tipo de
deficiencia que
presenta en la

desnutricion

(deficiencia
caldrico

proteinica).

Fisiopatologia

Desnutricion-
Moderada

Puede presentar desde el punto de vista clinico, un sindrome
carencial multiple, con deficiencia caldrica, cuyos signos son los
siguientes:

1. Falta de lustre en el pelo, color y grosor del mismo, ademas de que
se torna escaso.

2. Flacidez corporal (pérdida de tono muscular).

3. Manchas en la piel, por infecciones de estafilococo y deficiencia en
vitamina A.

. Edema periorbitario (inflamacion alrededor de los 0jos).

. Vientre globoso, debido a la pérdida de tono muscular).

. Alteracion en la funcién de genes.(adaptaciones fisiol6gicas).

. Deterioro en la funciéon inmunolégica.

Desnutricion
grave

. Anemia, lesiones en los labios, boca y lengua.

. engrosamiento conjuntival y sequedad en la cornea.

. Diarrea (por infeccion o de tipo funcional).

. Raquitismo.

. Alteracion en la funcion de genes.(adaptaciones fisiologicas).
. Deterioro en la funcién inmunolégica.

OB WNELENO O M

Tabla 1.3 Desnutricion moderada y grave y las patologias que causan (Mufioz y

Chéavez, 2007).
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Kwarshiorkor Marasmo

Figura 1.1. Se muestran las diferencias entre diferentes tipos de enfermedades debido
a un déficit proteinico y calérico [C. Prudhon. Evaluacion y tratamiento de la
desnutricién en situaciones de emergencia: manual del tratamiento terapéutico
de la desnutricion y planificacibn de un programa nutricional: Icaria editorial;
2002: Cap. 1].

1.3.2 Patologias de la desnutricion en el sistema inmunoldgico.

Como se habia mencionado el sector infantil se ve perjudicado por la desnutricion.
Se han hecho estudios desde los afios 80’s sobre el efecto que tiene la
desnutriciébn grave en el sistema inmunoldgico, observando afectaciones en los
mecanismos de respuesta, como una menor actividad de la interleucina IL-1
producida por los macréfagos, principalmente, viéendose disminuida en nifios con
marasmo y Kwashiorkor, comparados a uno normal (Bhaskaram y B. Sivakumar,
1986).

El efecto de la desnutricion proteinica, segun mencionan algunos autores puede
causar disminucion en 6rganos del sistema inmunologico, como es el caso del
timo, bazo, amigdalas y nodos linfaticos, que con lleva a una disminucion de
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linfocitos T, ademas se considera que el tamafio del timo puede funcionar como un
barémetro que indica la gravedad de éste problema (Prentice 1999).

En México se han hecho estudios sobre infecciones oportunistas, por ejemplo, la
Candida bucal encontrada en nifios desnutridos de la sierra Tarahumara, de la
periferia de la ciudad de México y con VIH. Estos grupos fueron comparados con
nifos sanos siendo alta la incidencia de candida bucal en los nifios con
desnutricion grave y con VIH (Cepeda, Morales, Vargas, Garcia, Rios, Ruidiaz,
Figueroa, 2002). Por otro lado, en una comunidad indigena en Tezonteopan se
hizo un estudio sobre nutricion a 40 nifios durante 25 afios, los cuales se
encontraron con desnutricion moderada por insuficiencia calérico-proteinica
(deficiencia en la lactacién, como de alimentos posteriormente). Los nifios sufrian
de enfermedades continuas y de tiempos mas prolongados e intensos de
enfermedad, comparados a nifios de la misma comunidad pero que fueron
suministrados con suplementos alimenticios (Mufioz y Chavez, 2007).

Como se habia mencionado, no solamente el sector infantil se ve afectado por la
desnutricién, también lo son pacientes adultos que se encuentran hospitalizados,
que padecen de un sistema inmunologico disminuido (Ramos y Valverde, 2005,
Espinoza et al. 2008).

Se han utilizado modelos animales para observar los efectos de la desnutricién
moderada o grave. Algunas investigaciones han utilizado ratas Wistar de 21 dias
de edad, induciendo una desnutricion por competencia, es decir una desnutricion a
temprana edad que se debe a la poca disponibilidad de leche materna al ser
grande la camada (E. Cortés, E. Cortés, H. Gonzélez, J.L. Gémez Olivares y R.
Ortiz, 2010).

Estudios sobre desnutricibn muestran afectacion y disminucién de linfocitos CD4+
y CD8+, una alteracion de las moléculas CD71 y CD25 durante la activacion de
linfocitos T [19]. En otros estudios con desnutricibn hay una menor capacidad de
los linfocitos asesinos para reconocer y destruir tejidos extrafios, como también un
una actividad reducida de estos mismos. La desnutricion caldrico-proteinica lleva a
un incremento en la produccion de citocinas por células TH2 y un aumento en los
niveles de IgE e IgG1 en roedores (Cunningham y McNeeley, 2005).
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1.3.3. Patologias de la desnutricion en el metabolismo energético.

Otro nivel también afectado por la desnutricion grave es el metabdlico, hallandose
una baja en la sintesis de ATP, una disminucion de los citocromos a + a3 de hasta
un 22 %, ademas de una baja en la oxidacion de NADH de un 40%. Todos esos
estudios fueron hechos en mitocondrias de higado de ratas macho con 35 dias de
vida y una dieta libre de proteinas comparadas a las controles (Ferreira y Gil,
1984).

En resumen la desnutricion calorica-proteinica tiene repercusiones en la

bioenergética, que podrian robustecer mas el problema de la pobre respuesta del
sistema inmunoldgico ante un panorama infeccioso.
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2.0 SISTEMA INMUNOLOGICO

La desnutricion grave puede producir una inmunodeficiencia como el SIDA
(sindrome de inmunodeficiencia adquirida), que puede observarse en el estudio
llevado a cabo en nifios mexicanos con SIDA y con desnutricibn grave,
encontrandose una alta prevalencia de enfermedades oportunistas como la
Céandida bucal (Cepeda, Vargas, Ruz, Herndndez, Ham y Salobrefia, 2012).

Los 6rganos linfoides como vimos en el Capitulo 1, se ven afectados por la
desnutricion, trayendo consecuencias a bazo, ganglios o timo (Stinnett, 1983). En
resumen, la desnutricibn grave afecta diferentes 6rganos y tejidos del sistema
inmunologico generando una inmunodeficiencia. Por la importancia antes dicha, se
revisara la organizacion del sistema inmunolégico.

2.1 Organizacion del sistema inmunolégico

En los mamiferos podemos encontrar que hay células encargadas de servir de
proteccion al cuerpo ante agentes patégenos (bacterias, hongos, etc.). Es por eso
qgue la naturaleza ha disefiado un sistema especial que produce células para
combatir al invasor, este es el sistema inmunoldgico. El sistema inmunoldgico,
como se habia mencionado esta compuesto de diferentes dérganos, que son
lugares de produccion y de maduracion de células que combatiran al agente
patdgeno.
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———Amfgdalas

AN timo
Ganglios linfaticos ‘w:‘z 2

Figura 2.1. Diagrama de las diferentes regiones donde se encuentran los
ganglios linfaticos, timo, bazo, médula ésea, etc., donde se producen o
maduran las células del sistema inmunologico. [Ivan Palomo G., Arturo
Ferreira V., Cecilia Sepulveda C., Mario Rosemblatt S., Ulises Vergara C.
Fundamentos de Inmunologia basica y clinica. Editorial Universidad de
Talca. (2009). Chile. Cap. 3,4,5,6,7,8].

Como se puede ver en la Figura 2.1, el organismo utiliza estos érganos linfoides y
vias, para el transporte, produccién y maduracién de las células que componen al
sistema inmunoldgico. Las células del sistema inmunoldgico, tienen su origen en la
médula Osea, produciéndose las células precursoras, llamadas células madre
hemotopoyéticas (Stites y Terr, 1993). A continuaciéon se muestra en la siguiente
figura, el diagrama de é&arbol, sobre el origen de cada célula del sistema
inmunoldgico.
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Figura 2.2 Diagrama de arbol del origen de cada una de las células del
sistema inmunoldgico, donde a partir de una célula madre se producird una
célula pluripotencial dando origen a un progenitor mielocitico y linfocitico,
después se produciran por procesos de diferenciacion y maduracion
granulocitos y monocitos en el caso del progenitor mielocitico, y en el caso
del progenitor linfocitico a linfocitos B y T. [lvan Palomo G., Arturo Ferreira
V., Cecilia Sepulveda C., Mario Rosemblatt S., Ulises Vergara C.
Fundamentos de Inmunologia basica y clinica. Editorial Universidad de
Talca. (2009). Chile. Cap. 3,4,5,6,7,8].

2.2 Sistema Inmunoldgico innato

Cuando un agente patdégeno pasa la barrera como es la piel o epitelios que
recubren al sistema digestivo o0 respiratorio y entra al organismo, se activa el
sistema inmunolégico innato y este actla con rapidez para detener al agente
invasor. En este caso las células que actian son granulocitos, monoblastos y
células dendriticas (como podemos ver en la Figura 2.2), estas se mantienen en
vigilancia, gracias a unos receptores que tienen en la membrana que los ayudan a
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reconocer glicoproteinas y lipo-polisacaridos bacterianos. Los granulocitos dan
origen a un grupo muy numeroso que son los neutréfilos que son uno de los
primeros migrantes hacia el sitio de la inflamacion, también encontramos a los
monoblastos que dan origen a los monocitos (estas son clasificadas dentro de las
células mononucleares que son células con un solo nudcleo). Los monocitos
emigraran a los tejidos formando macréfagos que se encargaran de fagocitar al
agente patdégeno del tejido que custodian.

El sistema inmunoldgico innato es modulado por hormonas hematopoyéticas que
pueden aumentar el nimero de células inmunolégicas como son la interleucina 3
que es producida por linfocitos y el factor de estimulacion de granulocitos-
macréfagos liberado por los linfocitos, macrofagos, células endoteliales y
fibroblastos (Murray, et al. 2013; Devlin, 2004). Hay otras sustancias como las
citocinas que son generadas por macréfagos en el sitio de infeccién, funcionando
en algunos casos como alarma o proinflamatorias, encontrando a la interleucina 1
(IL-1), el factor de necrosis tumoral (TNF) e interlecina 6 (IL-6), que producen una
respuesta inflamatoria local. Otras citocinas como la interleucina 12 (IL-12) activan
células NK y estimula macréfagos.

A continuacion se muestra la respuesta que se produce en el sistema
inmunolégico innato debido a la entrada de un agente infeccioso:

1) Migracion hacia los microbios (quimiotaxis). EI movimiento se inicia cuando sus
receptores quimiotacticos son ocupados por sustancias emitidas por el invasor
(péptidos formilados) como son los productos de reaccién del microbio con
liguido extracelular (fragmento del complemento C5a) y productos liberados de
otras células que participan en la defensa del huésped (proteinas
quimioatrayentes). [Estas sustancias tienen un receptor especifico
guimiotactico, un ejemplo es el acido hidroperoxieicosatetraenoico (HETE),
gue es un potente agente quimiotactico para los neutréfilos que puede ayudar
a generar sustancias que aumenten la permeabilidad vascular (Stites y Terr
1993; Barret, Baman, Boitano y Brooks, 2010).

2) Reconocimiento e ingestion de microbios (fagocitosis). Se reconoce al agente
patdgeno mediante receptores que detectan anticuerpos especificos que
cubren al invasor, fragmentos del complemento que estan ligados en forma
covalente a la superficie del cuerpo extrafio y porciones de oligosacaridos no
presentes en el huésped. Esto desencadena que la membrana celular del
macrofago se invagine para rodear al agente patégeno y formar una vacuola
(fagosoma) (Stites y Terr 1993; Barret, et al., 2010).
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3)

4)

5)

Destruccion y digestion del microbio. EI macrofago utiliza un mayor nimero de
O2 para producir &cido hipocloroso, peroxido de hidrégeno, superéxido, etc,
siendo regulados cuidadosamente para evitar dafo tisular. Estos son capaces
de destruir la membrana celular del invasor. Los mecanismos microbicidas
incluyen enzimas como la NADPH oxidasa, que utiliza al NADPH (nicotinamina
adenina dinucleotido fosfato reducido) para transferir electrones al oxigeno
molecular del interior del fagosoma (Stites y Terr 1993; Barret, et al., 2010).

Reclutamiento de células efectoras adicionales en el sitio de la infeccion. Una
vez digerido el organismo invasor, se procesa partes de este y los productos
polipeptidicos de la digestion del antigeno se unen con productos proteinicos
de los genes del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), estos salen del
citoplasma y son presentadas a otro tipo de células como son los linfocitos.
Esto provoca la movilizacion de linfocitos hacia el lugar de la infeccidon (Stites y
Terr 1993; Barret, et al., 2010).

Células como los neutrdéfilos o los macréfagos pueden secretar sustancias en
su activacion. Se muestra en la Tabla 2.1 algunas de las sustancias
secretadas.

Actividad Sustancia

Sustancia quimiotactica para los Leucotrieno B4, IL-8

macréfagos

Factores de crecimiento
(cicatrizacion)

TGF-B, factor de crecimiento
derivado de plaquetas

Sustancias microbicidas

Lisozima, peréxido de hidrégeno

Sustancias citotoxicas

TNF-a, peroxido de hidrégeno, 6xido

nitrico
Factores de regulacion de TNF-a, TGF-B
macrofagos
Factores de regulacién de linfocitos IL-1, IL-6

Tabla 2.1. Sustancias secretadas por células del sistema inmunoldgico

innato
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2.3 Sistema inmunoldégico adquirido

Ahora cuando el sistema inmunoldgico innato no es suficiente, entonces el sistema
inmunologico adquirido entra en accion, este cuenta con dos caracteristicas que lo
definen: su especificidad y su memoria. Las células del sistema inmunoldgico
adquirido son provenientes de un precursor linfoide, como se puede observar en
la Figura 2.2. Las células que conforman el sistema inmunoldgico adquirido son
los linfocitos T y los B (estas células también forman parte de las células
mononucleares). Los linfocitos B maduran en la médula 6sea y constituyen el 5 al
15 % del total de linfocitos, y los linfocitos T maduran en el timo o en el bazo para
posteriormente pasar a un organo linfoide secundario, constituyendo el 70 % del
total linfocitario. Existe otro tipo de linfocitos que son las células citotoxicas
naturales o NK que no entran en la categoria de linfocitos T o B, ya que no
cuentan con receptores especificos a antigenos, estas células como otros
linfocitos también son capaces de matar células anormales (tumorales) o
infectadas por un virus.

El sistema inmunoldgico adquirido se divide en humoral (linfocitos B) y en celular
(linfocitos T) (Stites y Terr 1993; Barret, et al., 2010). La clasificacion de las
poblaciones de linfocitos se hace de forma funcional, a partir de las proteinas de
su membrana celular, que es designada CD (grupo de diferenciacion); por
ejemplo, los linfocitos T citotoxicos expresan una proteina de superficie llamada
CD8" y los linfocitos T cooperadores una proteina CD4".

Ahora bien, los linfocitos T y B se encuentran circulando en la sangre para ser
activados por antigenos, en caso de no haber activacion, moriran al cabo de 1 a 3
meses. Cada linfocito cuenta con receptores especificos al antigeno y que solo se
activan si tienen el tipo de receptor a ese antigeno en particular. Ejemplos de
receptores para unir antigenos son las inmunoglobulinas de superficie en los
linfocitos B (Stites y Terr 1993; Barret, et al., 2010).

Las etapas desde la activacion hasta la eliminacion del agente extrafio son las
siguientes:

1. Reconocimiento. En el caso de los linfocitos T hay una respuesta a antigenos
proteinicos. Estos antigenos son procesados para reconocer los fragmentos
peptidicos de la proteina antigénica. Las células del sistema inmunoldgico
innato al fagocitar agentes patdogenos como virus, degradan sus proteinas
hasta péptidos, que son procesados y unidos a moléculas MHC clase |. Este
complejo péptido-MHC es posteriormente puesto en la superficie de la célula
del sistema inmunologico innato para presentar el antigeno a los linfocitos T
(por lo que se les denomina células presentadoras de antigeno).
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2. Cuando se presenta una molécula MHC de clase | que contiene al antigeno,
esta se une al receptor del linfocito T que se encuentra en su membrana
celular (receptor de células T) y se inicia el reconocimiento del antigeno, donde
el linfocito T citétoxico producira una proteina que perforar4d la membrana
celular de la célula infectada por virus y generara sustancias totalmente toxicas
para la célula infectada. Por el otro lado, si el tipo de molécula presentadora de
antigeno es de la clase I, el linfocito T que actia es el cooperador, que se une
al complejo antigeno-MHC 1l y al receptor de membrana del linfocito T
cooperador, fabricando citocinas que estimularan la produccion de macréfagos
y aumentan la eficiencia para fagocitar (Stites y Terr 1993; Barret, et al., 2010).

3. Activacion. El reconocimiento del antigeno activa a los linfocitos T, que sufren
expansion clonal donde hay un aumento de linfocitos T con receptores
idénticos frente a un antigeno, esto les permite a los linfocitos T crecer al ritmo
del agente patdégeno. Algunos linfocitos T sobreviviran y seran células de
memoria, Si existiese un encuentro posterior con este mismo agente patdégeno,
se generara una respuesta acelerada que permitird eliminar mas facilmente al
agente patdégeno. Los linfocitos T de memoria quedan alojados en las zonas de
entrada del antigeno Stites y Terr 1993; Barret, et al., 2010).

4. Fase efectora. Al activarse las células proliferan y desarrollan su funcién

efectora que son especificas. Cada linfocito produce un citocina especifica
como vemos en el siguiente cuadro.
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Linfocito

Citocina

Actividad principal

Células T cooperadoras
tipo 1

Interleucina-2.

Interferon-y.

Activacion de linfocitos, células
NK y macréfagos.

Activacion de macroéfagos e
inhibe células T cooperadoras

tipo 2.
Células T cooperadoras Interleucina-4. Activacion de linfocitos,
tipo 2 ) Monocitos.
Interleucina-5.
Diferenciacion de eosinofilos
(células polimorfonucleares).
Células T Interleucina-8. Quimiotaxis de neutrofilos,

basdfilos y células T.

Células B, T cooperadoras
tipo 1

Factor de necrosis
tumoral B.

Promueve la inflamacién.

CélulasTyB

Factor de necrosis
tumoral a

Factor de
crecimiento y
transformacion 3.

Factor estimulante
de colonias de
granulocitos-
macréfagos

Promueve la inflamacién.

Inmunodepresion.

Promueve crecimiento de
granulocitos y monocitos.

Tabla 2.3. Citocinas producidas por diferentes células del sistema inmunolégico.

En la Figura siguiente se ilustra la activacion del sistema inmunolégico adquirido
para eliminar al agente invasor.
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Figura 2.4. La parte (1) corresponde cuando un macréfago ingiere a un
agente patdgeno, parte de ese agente es un antigeno que se unird a una
molécula MHC Il para ser presentada a un linfocito T CD4+, que formard una
union con dicha célula presentadora(2) y producira IL-2 que actuara para
producir una multiplicaciéon celular y activar linfocitos B que generaran la
produccion de anticuerpos (3), también producira la activacion de células
citotoxicas (4) [ilustracion tomada de Kim E. Barret, Susan M. Barman, Scott
Boitano and Heddwen L. Brooks. Ganong. Fisiologia Médica. Mc Graw Hill
Lange. Estados Unidos de América. Vol. 23 (2010). Cap 1.].

2.3.1 Respuesta inmunitaria humoral.

Se inicia por el reconocimiento del antigeno por los linfocitos B especificos. El
antigeno se une a los receptores antigénicos que son inmunoglobulinas M (IgM) e
IgD localizadas en la superficie de la membrana de los linfocitos B. La unién del
antigeno al receptor provoca la activacion del linfocito B, dando pie a la
proliferacion o expansion clonal o a la diferenciacion a células plasmaticas que
secretan anticuerpos especificos contra el antigeno. El anticuerpo puede estar
unido a la membrana de los linfocitos B o ser secretado, en esta ultima forma el
anticuerpo se une al antigeno y desencadena varios procesos en los que
interviene el sistema inmunolégico innato (células NK o mastocitos, por ejemplo)
para eliminar al antigeno. Los anticuerpos unidos a los antigenos pueden producir
las siguientes respuestas (y por tanto las respuestas del sistema humoral):
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1) Neutralizacion. Para evitar que productos bacterianos se peguen a receptores
celulares, por ejemplo, la 1gG y la IgM neutralizan toxinas bacterianas (Stites y
Terr 1993).

2) Opsonizacion. La eficiencia de la fagocitosis aumenta cuando la membrana del
fagocito se liga al objeto a ser fagocitado. Los anticuerpos IgG opsonizan las
bacterias favoreciendo su unién a macrofagos, monocitos y neutrofilos (Stites y
Terr 1993).

3) Fagocitosis.

4) Activacion del sistema del complemento. Tanto la IgM como la IgG unidas a su
antigeno activan el sistema del complemento. Este sistema potencializa la
respuesta inflamatoria, facilitando la fagocitosis y dirigiendo la lisis de células
incluyendo la apoptosis (Stites y Terr 1993).

Por ultimo hablaremos acerca de la inflamacién, parte importante de la inmunidad
y de la inmunodeficiencia en el sistema inmunitario, que se vio es provocado por la
desnutricion grave.

2.4 Inflamacion

La inflamacién se da como una respuesta aguda y localizada ante una sustancia
extrafia, en la que se hayan citocinas, neutrofilos, moléculas de adhesion,
inmunoglobulinas IgE. En este estadio las arteriolas del sitio de inflamaciéon se
dilatan y aumenta la permeabilidad capilar (Stites y Terr 1993).

2.5 Inmunodeficiencia

La inmunodeficiencia se da cuando el sistema inmunoldgico no cumple su papel
de proteger al organismo ante a un agente patbgeno, existiendo
inmunodeficiencias primarias o secundarias. La inmunodeficiencia primaria es de
origen congénito como es el caso del sindrome de Di George con alteracion en
una parte del cromosoma 22; esta enfermedad causa una maduracion pobre o
casi nula de los linfocitos T en el timo (Stites y Terr 1993).

Las inmunodeficiencias secundarias son causadas por agentes externos como son
las infecciones virales como el SIDA, en donde causa una destruccién progresiva
de los linfocitos T CD4". Como se habia mencionado la desnutricion moderada es
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una causa importante de inmunodeficiencia ya que afecta a linfocitos Ty B e
incluso a macrofagos (Mufioz y Chavez, 2007).
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3.0 METABOLISMO CELULAR

El metabolismo es fundamental en la produccion de energia, como en la sintesis
de nuevas sustancias vitales para el organismo vivo. Este se puede definir
simplemente como la transformacion de moléculas y sustancias quimicas dentro
de una célula. El metabolismo lo forman diferentes vias que producen energia en
células (R6hm, 2004), a continuacion se explican cada una de estas vias en
células eucariontas.

3.1 Glucdlisis

Una de la vias fundamentales y eje del metabolismo es la glucdlisis, que
transforma una molécula de glucosa de 6 carbonos en el citoplasma celular a una
molécula de 3 carbonos o piruvato, esta via metabdlica produce 2 ATP (moléculas
energéticas) y dos moléculas de NADH (Dinucleétido de nicotimina y adenina en
su forma reducida) esta ultima molécula es importante en la cadena respiratoria.

Por lo que un mol de glucosa-6-fosfato produce dos moles de fosfogliceraldehido y
estos mismos generaran 2 moles de ATP por mol de glucosa metabolizada hasta
piruvato. Este ciclo metabdlico no necesita de oxigeno molecular (O2) para
funcionar, por lo que se le suele llamar glucodlisis anaerobia (Devlin 2004).

Como se menciono la glucdlisis se realiza en el citoplama celular, pero el mayor
aporte de energia que necesita la célula vendra de un organelo celular llamado
mitocondria (como se ve en la Figura 3.1); este organelo tiene material genético
propio para sintetizar proteinas. En la matriz mitocondrial se ejecutara el ciclo de
Krebs, y en la membrana interna la fosforilacion oxidativa (Devlin 2004).
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Figura 3.1. Diagrama de la mitocondria y de cada una de sus partes.
[ilustracion tomada de Kim E. Barret, Susan M. Barman, Scott Boitano
and Heddwen L. Brooks. Ganong. Fisiologia Médica. Mc Graw Hill Lange.
Estados Unidos de América. Vol. 23 (2010). Cap 1.].

3.2 Ciclo de Krebs

Una vez obtenido piruvato, este es transformado en Acetil-CoA. En esta reaccion
se produce dos moléculas de NADH. La Acetil-CoA entra al ciclo de Krebs y se
producen otras 6 moléculas de NADH, estas moléculas van hacer importantes ya
que acarrean electrones y protones que son importantes para la cadena
respiratoria. En la siguiente Figura se puede ver el ciclo de Krebs (R6hm, 2004).
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Figura 3.2. Se muestra el ciclo de Krebs, que es importante para la
produccion de acarrareadores de NADH para la cadena oxidativa.
[ilustracion tomada de Kim E. Barret, Susan M. Barman, Scott Boitano and
Heddwen L. Brooks. Ganong. Fisiologia Médica. Mc Graw Hill Lange.
Estados Unidos de América. Vol. 23 (2010). Cap 1].

El ciclo de Krebs o del acido citrico genera €0, y NADH. Este ciclo es la via
comun de carbohidratos, lipidos y algunos aminoacidos. Este ciclo requiere
oxigeno para su funcionamiento (R6hm, 2004).

3.3 Cadena de transporte de electrones y fosforilacion oxidativa

Una vez que fueron reducidas las moléculas de NAD+, seran oxidadas en la
primera parte de la cadena respiratoria. La cadena respiratoria esta formada de
varios componentes (incrustados en la membrana interna de la mitocondria)
encargados de acarrear los electrones donados por el NADH para poder producir
un potencial electrostatico y ademas de trasladar protones de la matriz
mitocondrial al espacio entre membrana interna y externa. Este potencial
electrostatico funciona como una pila, la cual contiene energia que utilizara la
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ATP-asa para fluir protones del medio intermembranal a la matriz mitocondrial
provocando que se fosforile ADP para producir ATP. Cada NADH resultara en la
formacién de 3 ATPs (R6hm, 2004 y Barret y et al. 2010).

DP DP
Femclr’”'5L Rit:clnf”'Sl
N N
| Reduccion | |
—_—
o e o 0
Oxidacion
H  NH, H H NH,

NAD' +H +2e- —> NADH

Figura 3.3. Podemos ver en esta figura la estructura del NAD+ (izquierda) y
la estructura del NADH (derecha).La obtencién de las dos moléculas se da
por reacciones de oxido reduccion.

Los componentes que conforman la cadena respiratoria son el complejo I, 11, Il IV,
V y las coenzimas ubiquinona coenzima Q y los citocromos a, b y ¢. (R6hm,
2004).La secuencia que lleva este proceso de generacion de ATP es el siguiente:

1. Cuando se genera NADH de las etapas anteriores (ciclo de Krebs y glucdlisis),
es oxidada por el complejo I o NADH-deshidrogenasa que cataliza la
transferencia de dos electrones del NADH a la ubiquinona. ElI complejo |
también lleva acabo la traslocacién de protones de hidrégeno de la matriz
mitocondrial al espacio intermembranal (R6hm, 2004; Kénigsberg, 1992).
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Figura 3.5. Se muestra el complejo | en la membrana interna de la
mitocondria, que se encargara de oxidar al NADH vy transportar dos
protones de hidrogeno (Componentes y secuencia de la cadena de
transporte de electrones [Imagen] (2014). Recuperado de:

http://www.bioguimicaquil1601.ucv.cl/unidades/cte/traselectfofox21fid.html)

El complejo Il se encargara de catalizar la transferencia de electrones de
SUCCINATO a la ubiquinona. En este complejo no hay transferencia de protones
de hidrégeno al espacio intermembranal (R6hm, 2004; Konigsberg, 1992).

La ubiquinona o coenzima Q es un transportador mévil en la membrana
mitocondrial interna que transporta los electrones donados del complejo | y 1l al
complejo Il (R6hm, 2004; Kdnigsberg, 1992).

El complejo Il catalizara la reduccion del citocromo C por medio de la reduccion
de la coenzima Q. En este proceso se trasladan dos protones de la matriz
mitocondrial al espacio intemembranal (R6hm, 2004; Koénigsberg, 1992).

El citocromo C funciona como cofactor para proteinas, acarreando electrones.
Este tiene un grupo hemo que ayudara a llevar los electrones al complejo
siguiente. El cofactor puede moverse dentro de la membrana mitocondrial para
trasladar los electrones (R6hm, 2004; Konigsberg, 1992).
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Figura 3.6. Se muestra el complejo Il y a los transportadores moviles que
son el citocromo C y ubiquinona Q. En el complejo lll, se traslocaran 4
protones de hidrégeno al espacio intermembranal (Componentes y
secuencia de la cadena de transporte de electrones [Imagen] (2014).
Recuperado de:

http://www.bioguimicaquil1601.ucv.cl/unidades/cte/traselectfofox21fid.html).

6. Complejo IV contiene un centro Cuy, que recibe del citocromo C un electrén, a
su vez, este dona el electron al citocromo a, que contiene este mismo
complejo. Posteriormente el citocromo a cede el electrén al centro binuclear
citocromo as-Cug, por Ultimo en este centro binuclear se reduce el oxigeno
molecular en agua (utilizando el electron cedido). En esta etapa también existe
un aumento en el gradiente electroquimico (R6hm, 2004; Kdnigsberg, 1992).

7. Complejo V o ATP-asa, es una maquina molecular compleja, donde a
diferencia de los otros cuatro complejos, no forma parte de la cadena oxidativa,
ya gue no realiza reacciones de oxido-reduccion, por lo que solo esta acoplada
a ellas para utilizar el gradiente electroquimico H* generado por los otros
complejos para fosforilar ADP vy sintetizar ATP (R6hm, 2004; Koénigsberg,
1992).
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Figura 3.7. Se muestra el complejo IV que donarda los electrones al oxigeno
molecular para formar agua y aumentar el gradiente electrostatico. Por otra
parte el complejo V utilizara este mismo gradiente para producir ATP
(Componentes y secuencia de la cadena de transporte de electrones
[Imagen] (2014). Recuperado de:
http://www.bioguimicaquil1601.ucv.cl/unidades/cte/traselectfofox21cfid.
html).

En la siguiente figura se engloba lo antes visto en la fosforilacion oxidativa para
fabricar ATP.
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Figura 3.8. Se muestra la organizacién de cada uno de los complejos en la
membrana interna de la mitocondria y como es que estas se llevan acabo
reacciones de oxido-reduccion a partir del NADH producido por el ciclo del
acido citrico o ciclo de Krebs [ilustracion tomada de Donald Voer y Judith
G. Voer. Bioquimica. Médica Panamericana. Argentina. Vol. 3 (2006). Cap.
221].
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Por tanto la produccion de energia en condiciones aerobias es superior a una
anaerobia. Ya que la glucdlisis, ciclo de Krebs y fosforilacion oxidativa pueden
generar hasta 38 moles de ATP por un mol de glucosa metabolizada, tomando en
cuenta que la coenzima NADH produce 3 moléculas de ATP. En la siguiente tabla
ponemos los ATP producidos en cada etapa (R6hm, 2004; Konigsberg, 1992).

Etapa de la glucélisis aerobia No moles de ATP producidos por
1 mol glucosa
2 moles de NADH producidos en la 6 moles de ATP
glucolisis
2 moles de NADH producidos por la 6 moles de ATP
conversion de piruvato a Acetil-CoA
6 moles de NADH y 2 moles de 22 moles de ATP
FADH2.

Tabla 3.1. Etapas de la glucolisis aerobia y su produccion de ATP por 1 mol
de glucosa

Existen sustancias que pueden inhibir algunas de estas vias, para mencionar solo
un ejemplo tenemos el caso del cianuro, el cual se fija al centro hemo a3 del

complejo IV, impidiendo que el oxigeno se una a este complejo y por tanto acepte
electrones, produciendo un cese en la respiracion mitocondrial provocando muerte

celular (R6hm, 2004; Konigsberg, 1992).
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4.0 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA
4.1 Interaccion de la materiay la luz.

El estudio de las interacciones entre la luz y la materia han desencadenado en el
siglo XX grandes avances tecnoldgicos. Las ciencias de la salud se han visto
beneficiadas de estos avances, ya que ha ayudado al desarrollo en el
conocimiento de los seres vivos. Estas interacciones se dan en diferentes
procesos, siendo la absorbancia y la fluorescencia las ramas de la espectroscopia
en las que se puede medir dicha interaccion (Shaker y Bane, 2008). La
espectroscopia utiliza la luz o energia electromagnética para poder caracterizar la
materia, por lo que es esencial la considerar la siguiente ecuacion.

E=hv=hc/A 4.1.

Esta es la energia de un foton (£), donde k es una constante de proporcionalidad
gue es la constante de Planck con valor de 6.6256x107*]s, + es la frecuencia y
por tanto depende de la longitud de onda A y de la velocidad de la luz <. Ahora

bien para estudiar la materia utilizamos la luz a diferentes longitudes de onda para
caracterizar sus propiedades y por consiguiente obtener diferentes espectros, que
dan informacion de la materia, por ejemplo, si se utilizan rayos gama se aporta
informacion sobre nudcleos atdbmicos, en rayos x para electrones internos, en luz
ultravioleta o visible para electrones externos y en luz infrarroja para niveles
moleculares de vibracion.

Los fendmenos de interaccion de la luz con la materia, se han abordado a través
del comportamiento de las moléculas, que es explicada por la mecanica cuantica y
la ecuacién de Schrodinger. La ecuacion de Schrodinger independiente del tiempo
(ec.4.2), se resuelve encontrando los valores propios de energia £ y las funciones

propias de w:
Hy = E 4.2.
Donde 7 es el operador Hamiltoniano del sistema y la funcién propia o funcion

de onda i, representa el estado de una molécula. La ¢ es una funcién que se

relaciona a la probabilidad de encontrar al sistema molecular en un estado dado
cOmo se muestra en la siguiente ecuacion:
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P=[ lpW)I*av 4.3,

Donde P es la probabilidad de encontrar un electrén sobre un volumen finito v
(Alonso y Finn, 1968).

En la solucion de la ecuacion 4.2 es frecuente hacer ciertas consideraciones en el
sistema para simplificar el analisis utilizando la aproximacién adiabatica o de
Born-Oppenheimer (Alonso y Finn, 1968), esta considera que el movimiento de

los nucleos es mucho méas lento que el de los electrones, por lo que tenemos
nucleos fijos donde giran alrededor de una nube de electrones.

La ecuacion de Schrédinger permite obtener los niveles de energia. La obtencion
del valor de € que es la energia total de una molécula de la ecuacion 4.2 se debe
multiplicar por ¢*, posteriormente se integra sobre todo el espacio (este proceso

corresponde a promediar # en todo el espacio) (Cox y Nelson, 2009).

Jw*}f;bdt:Jw*Ewdt:EJw*wdt

£ = [=H dt

= [T 4.4.

Sin embargo la ecuacion de Schrodinger es dificil de resolver para cualquier
sistema molecular, excepto para el hidrégeno, por lo que se hace uso de métodos
de aproximacion como el método del orbital de Huckel (Alonso y Finn, 1968).

Las funciones de onda tambien pueden aportar la describcion de orbitales
moleculares, por ejemplo, un orbital molecular de H2 puede ser representado por
dos tipos de orbitales moleculares.

Yo =%, + 4.5.

Yo =Y, — ¥y 4.6.

En la ecuacion 4.5 se tiene un orbital molecular v, que es un orbital enlazante

(representado por la letra Q) formado por la combinacion constructiva de los
orbital ¢, centrado en un atomo « y del orbital ¥, centrado en un atomo b y la

ecuacion 4.6 es el orbital y,- que es un orbital antienlazante (representado por ¢*)
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formado por la combinacion destructiva de los orbitales ¢, centrado en un atomo a
y del orbital v, centrado en un atomo & (Bhaskaram y Sivakumar, 1986).

4.2 Absorcion

El sistema puede absorber un fotdn ocurriendo transiciones de energia siempre y
cuando se cumpla la condicion entre dos niveles de energia:

£, —& =hv >0, 4.7.

Donde &, es la energia del estado base y &, del estado excitado y &, >¢&,. La
energia de esos dos estados puede describirse en términos de la funcion de onda:

(W, |Hlp, ) =&, 4.8.

(W |Hlw, )= &, 4.9.

Donde y, Yy 1, son las funciones de onda de una molécula, en su estado base y
en el excitado respectivamente (Atkins y Jones, 2006).

Cumpliendose la ecuacion, existe una transiscion de energia de un estado 5_ que
es el estado fundamental singulete a estados 5,.; que son estados excitados

singuletes. Cuando se absorbe el fotén ( hv), un electron llega a ocupar un orbital

de mayor energia y dependiendo de la orientacion de su espin, que es el momento
angular intrinseco de una particula, se tendra un estado singulete (electrones con
diferente orientacion de espin) o uno triplete (electrones con la misma orientacion
de espin) (Atkins y Jones, 2006).

38
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excitado excitado excitado
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Figura 4.1 Este esquema representa a los estados de energia, donde se
pueden encontrar a los electrones en los orbitales de una molécula, segun
el principio de exclusion de Pauli dos electrones en un orbital tienen espines
opuestos.

La técnica de absorcion en espectroscopia Optica es empleada para monitorear
cambios en estados moleculares o ver el comportamiento de ciertos elementos
bioloégicos. La espectroscopia de absorcion puede ser usada para evaluar
moléculas que son sometidas a transiciones electrénicas excitadas por luz
ultravioleta y visible. Las sustancias biol6gicamente relevantes en esta region
incluyen los enlaces pepitidicos (aprox. 210 nm), bases de los acidos nucleicos
(aprox. 250-260 nm), anillos laterales de aminoacidos aromaticos (aprox.260-
280nm), grupos hemo (aprox. 400 - 600 nm) y flavinas (aprox. 450 nm) (Shaker y
Bane, 2008).

Por lo que una molécula es capaz de absorber energia, elevando su estado base
§_, a un estado excitado 5, (5, —25,), estas transiciones entre estados

o

electronicos son mucho mas rapidos que los cambios de posicion o de momento
gue se puedan dar en los ndcleos (principio de Frank-Condon) (Dinh y Cullum,
2003). En el principio Frank-Condon, una molécula puede absorber luz estando en
el nivel vibracional mas bajo de su estado electréonico base, las distancias y
velocidades entre ndcleos no cambian durante la transicidn electronica y la
absorcion es permitida solo a niveles vibracionales en la region limitada por las
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lineas que se ven en la Figura 4.2. Este principio también puede predecir
probabilidades de transicion entre diferentes niveles de energia.

Energial

distancia interatomica r

Figura 4.2 Curvas de potencial para una molécula diatdbmica.

La intensidad de esta absorcion estd supeditada a la intensidad de la fuente de
emisiéon (numero de fotones) y a la capacidad que posee la molécula para
absorber fotones de una cierta longitud de onda (Dinh y Cullum, 2003), por lo que:

A() =(W)G =1 =log(?) 4.10.

Donde =(4) es el coeficiente de absorcion a una cierta longitud de onda 4, G es la
concentracion de la molécula en solucion y 1 es la longitud atravesada por la luz

en el medio. También podemos representar la absorcion como el logaritmo base
10 de la intensidad de la fuente 1y la intensidad de la muestra r.

4.3 Procesos de desactivacion o relajacion.

Una vez que la molécula absorbe energia, esta tiende a volver a un estado estable
ya gue los estados excitados son inestables, por lo que se producen fenémenos
de desactivacion. Dentro de estos fendmenos tenemos los radiativos y no
radiativos. En los fendbmenos no radiativos (ver Figura 4.3) tenemos a la
conversion externa que es la colision entre moléculas, la conversion interna que
son transiciones entre estados del mismo numero cuantico, la relajacion
vibracional que es la transicion entre estados vibracionales de la molécula que
producen calor y cruzamiento entre sistemas que es un proceso en el que la
molécula se relaja a un estado de diferente multiplicidad del espin, es decir, pasa
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de un estado singulete a uno triplete 5,> T,. Estos procesos no radiativos
pueden durar 10~?segundos y no generan una emision electromagnética (Dinh y
Cullum, 2003).

Estados singuletes
excitados

Conversion Relajacion
_"j_‘_g interna vibracional
L Estados tripletes

52 —
F 9
v l ; “/  excitados
- 4 1] F4 =
S L — |
[ T1
¥
f?;n ' Cruzamiento BEEE
£ fluorescencia  intersistema REEE
Ll
absorcion fosforescencia
) . i L L ' !
L3 Relajacion T+ ¢ -
Estado . v e
vibracicnal -
base . - %
z .

Figura 4.3 Diagrama de Jablonskii, donde se muestran las diferentes
transiciones radiativas y no radiativas.

4.4 Luminicenciay fluorescencia.

Por otro lado los procesos radiativos (ver Figura 4.3) son luminiscentes,
encontrando a la fluorescencia y a la fosforescencia, con fendbmenos hermanos
diferenciados por el tiempo de desactivacion, siendo la fluorescencia un proceso
mas rapido (107% a 1077 segundos) que la fosforescencia (107* segundos).

Cuando una molécula absorbe energia, esta absorcion puede llegar a niveles
vibracionales mayores al nivel vibracion base y a estados excitados (singulete o
triplete), por lo que se puede producir energia vibracional, ocurriendo procesos no
radiativos llegando a un nivel vibracional cero y/o produciendo un foton, al
alcanzar un estado 5, como se ve en la Figura 4.3.
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En el caso de la fosforescencia se libera energia vibracional en el estado triplete
hasta llegar al estado vibracional cero y posteriormente se produce un fotbn como
se observa en la Figura 4.3 (Dinh y Cullum, 2003).

En el caso de la fluorescencia, se libera energia del nivel vibracional cero del
estado singulete excitado uno al estado fundamental (5,2 5_,), como se ve en la

Figura 4.3. El nUmero de fotones emitidos por unidad de tiempo es proporcional al
numero de fotones absorbidos por unidad de tiempo (Dinh y Cullum, 2003). La
fluorescencia depende de los siguientes parametros:

I. Emision de fluorescencia.
II. Tiempo de vida de fluorescencia.
I1l. Eficiencia cuantica.

IV. Polarizacion.

A continuacion se explica cada una de estos fenomenos.

4.4.1 Emisién de fluorescencia

Cuando los electrones excitados estan en estados superiores 5, y regresan al
estado fundamental 5_ de la molécula, sufren procesos de conversion interna que
provocan que lleguen al estado 5, para luego desactivarse y emitir un foton y
volver al estado 5, este proceso como se observo es la fluorescencia y se puede

ver en las curvas de potencial de dos estados electrénicos (siguiente figura),
obteniendo una grafica del numero de fotones emitidos a una longitud de onda
(espectros de fluorescencia).
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Figura 4.4. Diagrama que muestra las curvas de potencial de dos estados
electronicos donde la absorcién de energia provoca que los electrones
vayan a un estado elevado y se emita fluorescencia después de perder
parte de la energia en procesos no radiativos (figura de la izquierda). La
figura del lado derecho muestra los espectros de absorcion y emision de
una sustancia x. [ilustracibn modificada de Yin Yeh, Samantha Fore, and
Huawen Wu. Fundamental Concepts in Biophysics. Human Press. Estados
Unidos de América. Vol. 1 (2009). Cap 4].

Los fotones que se emiten en la fluorescencia tienen menor energia (con longitud
de onda A) que aquellos con los que se excitd a la molécula (N'), por lo que:

A>N 4.11.

Lo que indica un desplazamiento en la longitud de onda o desplazamiento de
Stokes (la diferencia de longitud de onda entre la excitacién y la emisién) (Shanker
y Bane, 2008).

La emision maxima de una molécula fluorescente se da en longitudes de onda
mayores a la absorcion maxima. Esto es una consecuencia de la pérdida de
energia vibracional en el estado excitado antes de emitir un foton. La magnitud del
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desplazamiento de Stokes estd en funcion de la estructura de la molécula
fluorescente y de la naturaleza alrededor de los fluoréforos.

En la emision, el numero de fotones emitidos por unidad de tiempo es proporcional
al nimero de fotones absorbidos por unidad de tiempo y a la eficiencia cuéntica q
(Shanker y Bane, 2008) como se observa a continuacion:

F=[(1—104)=q 4.12.

Donde I, es la intensidad de la luz incidente, F es la emision de fluorescencia, A
es igual a la absorbancia y q es la eficiencia cuantica.

4.4.2 Tiempo de vida.

Es el tiempo de vida promedio que permanece una molécula en el estado excitado
antes de volver al estado base (Shanker y Bane, 2008). Podemos calcular en la
siguiente ecuacion el decaimiento de la fluorescencia en el tiempo:

F=[e " 4.13.

Donde F es la intensidad de la emision de fluorescencia, 1, es la intensidad en el
tiempo t=0, y = es igual al tiempo de vida de fluorescencia. Esta es igual a la suma
inversa de la constante de razén para decaimiento radiativo 3 y a la constante de

razon de decaimiento no radiativo ¥ (Shanker y Bane, 2008). La ecuacion es:

4.14.
K+y
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4.4.3 Eficiencia cuantica.

La eficiencia cuantica o el rendimiento de la fluorescencia va depender del numero
de moléculas excitadas que emiten fotones ar_. (moléculas fluorescentes), entre

el nimero de moléculas excitadas M (Shanker y Bane, 2008), por lo que se

BXC

tiene en la ecuacion:

4.15.

La eficiencia cuantica también puede ser representada como una fraccion de
moléculas fluorescentes que decaen a través de procesos radiativos (Shanker y
Bane, 2008). Por tanto se tiene.

g=—"— 4.16.

El tiempo de vida de fluorescencia conocido como tiempo de vida intrinseco puede
guedar en ausencia de procesos no radiativos (Shanker y Bane, 2008) de la
siguiente forma:

4.17.

Pudiendo representar la relacién entre eficiencia cuantica y el tiempo de vida
(Shanker y Bane, 2008).

q=— 4.18.

TO

En la siguiente tabla se muestra el rendimiento cuantico y el tiempo de vida de
algunas moléculas bioldgicas.
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Sustancia Aetowe mae.(MM) | A icion (NM) o T (NS)
fluorescente
Fenilalanina 257 282 0.04 6.4
Tirosina 274 303 0.14 3.6
Triptofano 280 348 0.02 2.6
NADH 340 460 0.02 0.4

Tabla 4.1. Rendimiento cuéntico y tiempo de vida de algunas sustancias biolégicas
en solucién acuosa a pH 7 (Hoffman, 2014)

4.4.4 Polarizacion.

La polarizacion esta determinada por las orientaciones del momento dipolar
eléctrico y la funcion de onda involucrada en las transiciones electronicas. Una
forma de medir el grado de polarizacion, es excitando la muestra con luz
polarizada y midiendo la intensidad en la direccién perpendicular y paralela con
respecto al &ngulo de incidencia. La siguiente ecuacién muestra como calcular el
grado de polarizaciéon (Shanker y Bane, 2008).

i
f||+fJ_

4.19.
Donde 1; es la polarizacion paralela e I, es la polarizacion perpendicular con
respecto al angulo de incidencia.

4.4.5 Extincién de fluorescencia (“quenching”).

Existen procesos que afectan la emision de fluorescencia como es extincion
estética y dinamica (Shanker y Bane, 2008). A continuacion se comentan cada
uno de ellos.
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4.4.6 Extincion dindamica

La extincion dinamica se produce cuando el inactivador choca con el fluoréforo en
su estado excitado, disipando energia sin liberacion de fotones (Shanker y Bane,
2008). La inactivacion dinamica de fluorescencia se puede describir con la
ecuacion de Stern-Volmer:

F

= 1+ kqF,.[Q] = 1+ KD[Q] 4.20.

Fpre

Donde F es la intensidad de fluorescencia en ausencia del inactivador y F__, es la
intensidad de fluorescencia en presencia de este, kq es la constante de
inactivacion biomolecular, [Q] es la concentracion del inactivador y KD es la
constante de Stern-Volmer para inactivacion dinamica (Shanker y Bane, 2008).

4.4.7 Extincidon estatica.

Existe la posibilidad de formacion de un complejo no fluorescente entre el
inactivador y el fluoréforo que puede afectar el espectro de absorcion. La ecuacion
de desactivacion es muy parecida a la ecuacion 4.22 (Shanker y Bane, 2008).

2 —1+Ks[Q] 4.21.

Donde Ks es la constante de asociacion para la formacion del complejo en la
extincion estatica y I, e | son la intensidad que incide sobre la muestra y la luz
transmitida respectivamente.
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4.4.8 Efecto de filtro interno

Cuando se quiere obtener un espectro de emision se tiene que asumir que la
radiacion de excitacion incide sobre la muestra de frente, obteniéndose la
fluorescencia a un angulo de 90 grados con respecto a la radiacion de excitacion,
sin embargo, la emisidn de fluorescencia puede verse afectada por la absorcion
fuerte de la muestra a la longitud de onda de emision. La afectacion puede ser
evitada a través de disminuir el tamafio de la cubeta como se ve en la Figura 4.5
(Shanker y Bane, 2008).

A B C
ho j hv hv

Figura 4.5. Se muestra en A que no hay efecto de filtro interno, en B hay
una solucién mas concentrada por lo que hay una emision de fluorescencia
disminuida. En C la cubeta tiene un pequefio camino de excitacién y el
camino de emision es mayor por lo que esto disminuye el efecto de filtro
interno. [ilustracibn modificada de Natasha Shanker and Susan L. Bane.
Biophysical tools for biologists: Vol. 1 in vitro techniques. Primera edicion.
Editorial Elsevier. E.U. A. Vol. 84 (2008). Cap. 8].

Este efecto también puede ser corregido, si se mueve la longitud de onda de
excitacion a una que tenga una banda estrecha de absorbancia molar.
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4.4.9 Efecto del ambiente sobre la fluorescencia

Existen sustancias fluorescentes que son sensibles al ambiente (solvente) donde
estan disueltos. La naturaleza de este tipo de sustancias fluorescentes puede ser
examinado a través de la diferencia de los espectros de emisién y absorcion
(Stokes shift), un ejemplo es el triptéfano (Shanker y Bane, 2008).

También hay otros factores que afectan la fluorescencia y entre ellos se tiene a la
temperatura, al nUmero de estructuras ciclicas que tenga la molécula fluorescente
y a la destruccion fotoquimica de la molécula fluorescente (fotoblanqueo), también
este ultimo es debido a una intensidad prolongada de la fuente de excitacion o a
una cantidad mayor de esta en la muestra. Todo esto puede provocar que las
caracteristicas de fluorescencia se vean afectadas.

4.4.10 Transferencia de energia de fluorescencia.

La transferencia de energia ocurre cuando una molécula se halla en estado
excitado y transfiere su energia a otra molécula a través de interacciones dipolo-
dipolo. La transferencia es dependiente de la distancia de una especie donadora D
y un aceptor A. La fluorescencia del donador disminuye y al mismo tiempo que
aparece la fluorescencia del aceptor (no necesariamente el aceptor A es
fluorescente) (Shanker y Bane, 2008). La transferencia es descrita de la siguiente
manera:

E= [1+ (Ri;jﬁ]_l, 4.22

Donde Rr es la distancia entre D y Ay R, es la distancia de Foster que es la

distancia de transferencia de energia al 50% de eficiencia. Para que la
transferencia de energia de fluorescencia pueda ocurrir es necesario cierto
traslape entre el espectro del donador y el aceptor. La medicién va depender de
gue tan separados estan los espectros de excitacion y emision de fluorescencia
del donador y aceptor. Este fendémeno tiene aplicaciones en cancerologia
(Shanker y Bane, 2008).
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Figura 4.6. Transferencia de energia de una especie donadora D a una
especie aceptora A y la emisién de fluorescencia de esta Ultima [ilustracion
modificada de Natasha Shanker and Susan L. Bane. Biophysical tools for
biologists: Vol. 1 in vitro techniques. Primera edicion. Editorial Elsevier.
E.U. A. Vol. 84 (2008). Cap. 8].

4.4.11 Fluoréforos

Las sustancias que presentan el fendmeno de fluorescencia se les llama
fluoréforos, que poseen electrones deslocalizados (son electrones de una
molécula que no se encuentran en un solo atomo o enlace covalente sino
pertenecen a un orbital de varios atomos adyacentes) presentes en enlaces
dobles conjugados (Figura 4.8). Puede haber fluoréforos endégenos que absorben
y emitan en la regién ultravioleta, mientras que los fluoréforos que son exégenos
pueden ser disefiados para absorber y emitir virtualmente a cualquier frecuencia
de luz, incluyendo infrarrojo cercano (Shanker y Bane, 2008).
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Figura 4.7 Se muestra la estructura molecular de la cumarina que presenta
electrones deslocalizados y que es una molécula que absorbe y emite a
longitudes de onda de 355 nmy 460 nm respectivamente.

Existen fluoréforos bioldégicos como el triptéfano, tirosina, FAD y el NADH que son
fluoréforos enddgenos, siendo el dltimo de suma importancia en este trabajo.

4.4.12 Aplicacion biomédica

La fluorescencia es un gran campo de investigacion y en crecimiento, siendo
actualmente una herramienta importante en la deteccion de cancer que a partir de
sus propiedades, se puede diferenciar entre células sanas y células neoplasicas o
cancerosas, elaborandose un andlisis de los componentes bioquimicos de la
células in vivo o in vitro (esto se puede ver en la fluorescencia del NADH) (Yeh,
Fore y Wu, 2009). El uso del triptéfano, sus derivados y de sus caracteristicas de
interaccién con proteinas ayudan a proveer informacion molecular alrededor del
triptéfano.

Existen aplicaciones también que abarcan a los &cidos nucleicos, utilizando la
fluorescencia intrinseca de la timina excitada a 293 nm, proveyendo movimientos
del DNA con tiempos de correlacion de subnanosegundos. Otra aplicaciones
utilizan la técnica de citometria de flujo, que permiten cuantificar acidos nucléico y
cuantificar células, por ejemplo, en situaciones de apoptosis (muerte células
inducida) (Yeh, et al., 2009).
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5.0 MOLECULA FLUORESCENTE.

En el capitulo anterior se vio que existen moléculas fluorescentes llamadas
fluoréforos que encontramos en los seres vivos. Estos son capaces de absorber
energia en una cierta longitud de onda y de emitir fluorescencia con una longitud
mayor a la absorbida. Algunos ejemplos son los aminoacidos como el triptéfano y
tirosina [6], asi como las riboflavinas como el FAD, coenzima que interviene en los
procesos metabolicos de oxido-reduccion (ver capitulo 4). Por otro lado se
encuentra al NADH, molécula de sumo interés en investigaciones sobre
metabolismo celular (Mayevsky y Rogatsky, 2007).

La importancia que tiene el NADH en el estudio del metabolismo celular, ha sido la
capacidad para medir de forma indirecta la produccién de ATP en una célula, esto
gracias a sus caracteristicas fluorescentes que han permitido estudiar el
metabolismo en patologias como procesos apoptéticos, isquemias, Parkinson
(Ortiz-Andrellucchi, 2007), etc., proporcionando informacion de interés en
procesos metabdlicos de oxido-reduccion en células y tejidos enfermos. Debe
agregarse también que la forma oxidada de esta molécula clave no es
fluorescente (NAD+).

El estudio del NADH en células (por ejemplo en hepatocitos y miocitos) ha
comenzado en los afios 50’s y en la actualidad sigue vigente su estudio en el que
se utiliza la técnica de espectroscopia de fluorescencia por laser ya que el rango
de absorcion del NADH en 320-380 nm, permite utilizar fuentes de excitacion
laser, tales como laseres, que emiten luz en la region del ultravioleta (Mayevsky y
Rogatsky, 2007). Algunos de estos estudios que emplean esta técnica, han
encontrado informacién de relevancia sobre el metabolismo, que a continuacién
presentamos:

Se ha reportado que el NADH funciona como indicador de hipoxia (Rose,
Martin, Macdonald y Chrisellis, 2006). Algunos articulos han observado que
cuando se elimina el suministro de o, suceden aumentos en la intensidad del

NADH (Mayevsky y Rogatsky, 2007).

1. Se ha hecho espectroscopia laser en cancer cervicouterino donde los
espectros de tejido canceroso muestran una intensidad de fluorescencia del
NADH mas baja y un corrimiento hacia longitudes mayores (456 nm o0 472 nm)
comparados con el tejido sano (reportados en 444 nm a 452 nm) [Kasimova,
Griegiene, Krab y Flyvberg, 2006]. También se ha utilizado para evaluar
displasia en pacientes con Eso6fago de Barret (Georgakoudi, 2001).
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. Por otro lado también esta involucrado en procesos no sdlo metabdlicos, sino
también genéticos. Se ha encontrado que el NADH puede interactuar con
enzimas, que regulan factores de transcripcion genética, como es el caso del
CtBP, que es un carboxil terminal unido a proteina que esta involucrado en
represores transcripcionales. EI NADH al unirse a esta molécula presenta una
emision maxima en 425 nm (Fjeld, Birdsong, y Goodman, 2003).

. Puede servir como indicador de muerte celular. En la apoptosis hay un
aumento en la intensidad de fluorescencia comparado a la necrosis ( Kulms, T.
Schwarz, 2000).

. Se han hecho experimentos con NADH en soluciébn, mitocondrias en
suspensién y en rebanadas perfundidas de rifién, encontrado diferencias en el
espectro de fluorescencia (Mayevsky y Rogatsky, 2007).

. También se ha encontrado que la intensidad de emision de fluorescencia del -
NADH (que es el NADH purificado) no tiene cambios significativos por efecto
del pH (Rose et al., 2006).

. Por otro lado sean visto cambios de la fluorescencia del B-NADH debido a la
temperatura. Al disminuir la temperatura a - 192 °C, la emision de fluorescencia
del NADH aumenta y hay un corrimiento a longitudes menores (415 nm),
comparado al espectro con una temperatura de 16 °C (Zelent, Troxler,
Vanderkooi, 2007).

. Estudios muestran que al bloquear la glucélisis, ocurre una disminucion en la
intensidad del NADH (Mayevsky y Rogatsky, 2007).

. Se ha encontrado que en espectroscopia laser de fluorescencia, el NADH en
citoplasma no contribuye significativamente a la sefial de fluorescencia
comparado al NADH mitocondrial (Mayevsky y Rogatsky, 2007).

En estudios con higado de rata in vitro bajo condiciones de anoxia hay un
aumento de la fluorescencia debido al NADH y no al NADPH (nicotinamina
adenina dinucleotido fosfato reducido, esta molécula también es fluorescente,
tiene una absorcion maxima y una emision maxima de fluorescencia igual al
NADH) [Mayevsky y Rogatsky, 2007].
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A partir de una recopilaciéon de articulos hechos sobre fluorescencia del NADH, se
presenta el siguiente esquema, controlando variables como el oxigeno, el ADP o
substratos (Chance, Schoener, Oshino, Itshak y Y. Nakase, 1979; Mayevsky y
Rogatsky, 2007).

Mitocondriain Vitro

Tasade
respiracion
0 Sustancia limitadora O,
NADH = 100%
Sustancia limitadora ADP,
Baja NADH = 99%
Ripid Cadena respiratoria limitada
. Sustancia limitadora : substratos,
Baja NADH aprox. 0

Figura 5.1. Esquema modificado sobre el cambio en el porcentaje del
NADH vy la tasa de respiracion, cuando se limita algun substrato. Este
esquema se construyé a partir del articulo [Avraham Mayevsky and
Gennady G.Rogatsky. mitochondrial function in vivo evaluated by NADH
fluorescence: from animal models to human studies. Am J. physiol cell
Physiol. (2007). (292): C615-C640].

En la Figura siguiente, se muestran los corrimientos en longitud de onda de la
emision maxima de fluorescencia en diferentes situaciones, comparandolas con
condiciones normales (en el esquema se recopilan los articulos anteriormente
enumerados).
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Figura 5.2. Se muestra las diferentes condiciones que producen cambios en
la emisibn maxima de la intensidad de fluorescencia del NADH en células.
En i, es la longitud menor a la longitud 4,, , 4, tiene una longitud mayor a
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Como se observo, el estudio en espectroscopia laser de fluorescencia en NADH
es una técnica que se sigue practicando en bioenergética celular para diferentes
patologias. En este trabajo, se empled la técnica de espectroscopia laser del
NADH para el estudio del efecto de la desnutricion grave sobre el metabolismo
energético de las células mononucleares, las cuales son fundamentales en la
respuesta inmunoldégico. A la fecha, no existen datos en la literatura especializada
sobre el efecto de la desnutriciobn grave en la bioenergética de las células del
sistema inmunolégico. Ademas de llenar este hueco en la literatura, consideramos
que los resultados obtenidos en este trabajo, podrian explicar la gran diversidad
de alteraciones que han sido reportadas por diferentes autores en la respuesta
inmunoldgico de organismos que padecen desnutricién grave.
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6.0 HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

6.1 Hipotesis

Si los nutrimentos son empleados en la produccidon de energia, es posible que su
disminucioén altere el metabolismo energético de las células mononucleares
afectando su repuesta a antigenos y provocando inmunodeficiencia en el
organismo gue padece desnutricion.

6.2 Objetivo general

Mostrar que la desnutricion grave afecta la maquinaria bioenergética pudiendo ser
uno de los mecanismos de la inmunodeficiencia.

6.3 Objetivos particulares

1. Armado del instrumento de medicién de fluorescencia para la presente tesis,
como para trabajos futuros.

2. Obtencion de las sefales de fluorescencia de células mononucleares
purificadas de los grupos testigo y con desnutricién grave.

3. Analizar el efecto de la desnutricion grave en el NADH celular.
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7.0 ARREGLO EXPERIMENTAL

En la construccion del arreglo experimental de espectroscopia laser, se hicieron
pruebas utilizando el pigmento cumarina 460, el cual es usado en laseres
sintonizables. El pigmento tiene una maxima emision de fluorescencia a una
longitud de onda muy cercana al rango reportado del NADH (ver capitulo 5), esto
ayudo a hacer mediciones a concentraciones muy parecidas a las fisiolégicas (5
MM en normoxia y 50 pM en anoxia, en condiciones in vitro en mitocondrias) [Rose
et al., 2006].

A continuacion mencionaremos cada una de las partes que implementamos para
el sistema de espectroscopia de fluorescencia laser.

7.1 Laser Nd:YAG

La interaccion de una onda electromagnética con la materia puede ocurrir por tres
procesos, llamados emisién espontanea, emisioén estimulada y absorcién (Capitulo
4).

Si consideramos un sistema de dos niveles, donde &, es el nivel base y &, es el
estado excitado que es el estado del sistema, donde &, = &,. Esta diferencia de

energia serd liberada por el sistema, esto se llama emisién espontanea (Svelto,
1998). De la Ecuacion 4.7 se tiene que la energia emitida tiene una frecuencia :

g, —& 7.1
h

v:

La probabilidad de emision espontdnea puede darse como sigue: en el tiempo t
hay N, atomos (por unidad de volumen) en el nivel 2 (el nUmero de atomos por

unidad de volumen en algun nivel dado es llamado poblacién de nivel) [Svelto,
1998]. La razén de decaimiento de estos atomos debido a la emisién espontanea,
es proporcional a N,, donde:

dN,
( ‘) — _AN. 7.2

El coeficiente A es la probabilidad de emision espontanea (Svelto, 1998).

Supongamos de nuevo que el atomo (o sistema) se encuentra inicialmente en el
nivel 2 y que una onda electromagnética de frecuencia v incide sobre el &tomo. La
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diferencia de energia es liberada en forma de una onda electromagnética, la cual
se suma a la onda incidente. La emision de energia esta en fase con la onda
incidente y ademas la misma onda incidente determina la direccion de la onda
emitida (por lo que la onda electromagnética resultante es coherente) (Svelto,
1998). Este fendmeno se llama emision estimulada. Este proceso se puede
caracterizar con la siguiente ecuacion:

7.3

(sz) W N
di’ ssr_ 21°%2

Donde (%] es la razén a la cual la transicion 2->1 ocurre como resultado de la

g5t

emision estimulada y W, es llamada probabilidad de emision estimulada y que

depende de la intensidad de la onda incidente (Svelto, 1998). EIl coeficiente de
emision estimulada depende de las siguientes variables:

Wy, = 0, F 7.4

Donde F es el flujo de fotones de la onda incidente y o, es una cantidad que tiene
dimensiones de area (llamada seccion transversal de emision estimulada).

Ahora bien, si asumimos que el sistema o el atomo esta inicialmente en el nivel
basal N,y que de igual manera es estimulada por una onda electromagnética de

frecuencia v y que también provoca una diferencia de energia (Svelto, 1998).

Este proceso se llama la razén de absorcion, que se puede representar por medio
de la ecuacion

dN 7.5
(&) =—mats

Donde N, es el numero de atomos en el nivel 1 o en el estado basal (por unidad de
volumen), a un tiempo dado y W,, es el coeficiente de absorcion. Se tiene la
ecuacion:

W, = gy, F 7.6
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Donde o,, es la seccion transversal de absorcion, que depende solo de la
transicion del nivel 1 al 2 (Svelto, 1998).

Considere los dos niveles 1 y 2 de un material dado y que sean N, y N, sus

poblaciones respectivas. Si una onda electromagnética con una intensidad dada
correspondiente con un flujo de fotones F viaja a lo largo de z en este material, el
cambio elemental de este flujo debido a los procesos de absorcion y emision
estimulada (ecuaciones 7.3 y 7.6) esta dado por:

dF 7.7
dz aF(Ny — Ny)

Esta ecuacion muestra que el medio se comporta como un amplificador (es decir
dF . . .
— =0 ) si N, = N;, mientras que se comporta como un absorbedor si N, < N, ,

este Ultimo caso ocurre en condiciones normales, sin embargo en condiciones de
no-equilibrio, en donde el material (medio activo) actia como un amplificador, se
dice que existe una inversion de poblacién. Las ecuaciones 7.2, 7.3, 7.5y 7.7 son
ecuaciones de razon de primer orden y acopladas.

El laser utilizado en el arreglo experimental es un laser Nd:YAG de estado solido,
que genera una longitud de onda monocromatica a 1064 nm, con un medio activo
que es una barra de cristal de granate aluminio Itrium y que esta dopada (contiene
impurezas que cambian su caracteristicas del cristal) con neodimio.

En la obtencion de la estimulacion del material o en este caso de la barra de
cristal del laser, se da por medio de lamparas de centelleo o por una descarga
eléctrica que excitara al material que contiene los a&tomos a excitar (bombeo
Optico) [Aboites, 2003]. Una vez que se obtiene una inversién de poblacion (en
este caso a través del bombeo 6ptico) se generard la emision estimulada. La
amplificacion de fotones debe seguir una direccién, para evitar que salga la luz por
todas partes y exista una pérdida de energia, se utilizan dos espejos casi planos
uno 100% reflejante y otro 90% reflejante, saliendo los fotones en la direccion del
espejo 90% reflejante (ver 7.1).
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Sistema de bombeo

Figura 7.1.El esquema representa una cavidad Optica en la que un sistema
de bombeo produce una inversion de poblacién y genera fotones, que son
reflejados por un espejo 100% reflejante para finalmente ser emitidos en
una sola direccion que es el espejo 90% reflejante [V. Aboites. El laser. 32
edicién, México. Editorial. Ciencia para todos (2003) pag. 96.].

Este proceso le confiere al laser ciertas caracteristicas de monocromacidad (un
ancho de banda muy estrecho) y coherencia (todos los fotones estan en fase, es
decir, el movimiento de los fotones se dan de forma sincronizada. En la figura de
abajo se observa de forma ilustrativa tales caracteristicas.

o AR SA

Iuz mono-

cromatica

Figura 7.2. En la primera figura de arriba podemos observar la luz emitida
por una fuente de luz blanca, que emite fotones en diferentes longitudes de
onda, ademas de ser incoherentes. En la figura de en medio la luz es
monocromatica pero no estd en fase. Por udltimo la luz de un laser se
presenta de forma coherente y monocromatica.

Dependiendo del tipo de medio activo para obtener atomos excitados que generen
fotones, se obtendra como resultado diferentes longitudes de onda, confiriéndole
al laser la caracteristica de ser sintonizable en el rango visible, UV o infrarrojo. El
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laser que se utiliza tiene un medio activo que es un cristal, que se va a encargar
de doblar, triplicar y cuadruplicar la frecuencia (longitud de onda fundamental en
1064 nm) que equivale a producir luz visible en 532 nm y también luz ultravioleta
en 355 nmy 266 nm.

El laser utilizado es pulsado, y puede generar pulsos de alta energia en corto
tiempo. Lo anterior es gracias a la conmutacion en Q o Q-switching, que es un
interruptor que obstruye la salida de luz generada por la cavidad, provocando que
la inversion de poblacion sea aun mayor y aumente por tanto el nimero de
fotones. Al retirarse el interruptor 6ptico se produce un pulso de luz con una muy
alta energia y con una duracion corta (Svelto, 1998).

El equipo utilizado contiene una celda pockels que funciona con la conmutacién en
Q (Figura 7.3). La celda pockels tiene un cristal con propiedades refrigerantes (un
refrigerante puede cambiar la polarizacion de la luz al incidirsele voltaje) y un
polarizador dieléctrico que se basa en el principio del angulo de Brewster (es el
angulo en el que la luz reflejada es anulada ya que tiene una componente de
polarizacion paralela al plano de incidencia) [Svelto, 1998]. En la siguiente figura
se muestra su funcionamiento.

polarizador

polarizador
|

Angulode

Angulode i
ot Brewster

!

.- Brewster
& |
|

Cristal pockels Cristal pockels

Figura 7.3. La imagen de la izquierda muestra una luz polarizada con
componente de polarizacion perpendicular a la imagen (numero 1), incide
sobre el cristal pockels que deja pasar la luz sin modificar la direccién de
polarizacion al aplicarse un voltaje igual a 0 (nUmero 2), la luz que sale del
cristal llega al polarizador dieléctrico. El polarizador dieléctrico refleja y refracta
la luz (ndmero 3). En la imagen de la derecha, el cristal pockels tiene un voltaje
mayor a 0 (numero 4) que provoca que la luz cambie su polarizacion (namero 5)
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y el polarizador dieléctrico elimine el haz reflejado debido al angulo de Brewster
(numero 6), esto sirve como un interruptor aumentando la energia del laser. En
este diagrama el haz utilizado por el laser es el haz reflejado del polarizador.

A continuacion se muestra en la siguiente tabla, un resumen de las caracteristicas
gue tiene nuestro laser que se utilizé en los experimentos.

Tipo de laser Nd:YAG
Longitud de onda que se utiliza 355 nm
En la excitacion
Frecuencia 10 Hz
Ancho del pulso 8 nanosegundos
Celda pockels Si
Potencia de salida 0.234 W
Didmetro del haz en la muestra Aprox. 5 mm
Divergencia de un haz 1 mrad
Longitud de coherencia 4.5 mm

Tabla 7.3. Caracteristicas del laser utilizado en el arreglo experimental.

7.2 Filtros de densidad neutra

En el arreglo experimental se utilizé filtro de densidad neutra, con el fin de atenuar
la intensidad de emision del laser un Nd:YAG vy evitar producir apoptosis celular
debido a la radiacion ultravioleta (Svelto, 1998). La radiacion altera y rompe el
ADN en las células mononucleares.

Los filtros de densidad neutra son filtros que se encargan de atenuar de forma
uniforme todas las longitudes de onda. Los filtros se clasifican de acuerdo a la
densidad Optica o ND por sus siglas en ingles. Donde la densidad éptica es la
absorcién de un elemento éptico por unidad de distancia, para una longitud de
onda dada. Se tiene por ejemplo; un filtro ND a 0.3 correspondiente a una
transmitancia del 50% y uno de 3.9 que tiene una transmitancia de 0.012% (la
transmitancia es la fraccion de luz incidente de una longitud de onda dada que
pasa por la muestra) [Artigas, Perea y Ramo, 2002]. El filtro que se emplea tiene
una densidad de 3.6.
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7.3 Celda de cuarzo.

Se utilizé una celda de cuarzo con las cuatro caras transparentes para contener a
la muestra, con volumen de 4 ml. La celda de cuarzo se fija a la mesa de trabajo
dentro de una montura de aluminio.

El uso de una celda de cuarzo (ademas de contener a la muestra a analizar) es
debido a que el cuarzo es transparente a longitudes de onda que se encuentran
en un ancho de banda de 190 a 2,000 nm.

7.4 Arreglo 2f y fibra éptica

Se midid la fluorescencia con un arreglo optico donde la muestra y su imagen se
ubican a una distancia dos veces la distancia focal de la lente y en lados opuestos
de la misma. Dicha configuracion Optica se conoce como un arreglo 2f. También
se utilizé una fibra Optica acoplada al arreglo, que transmite la sefial de
fluorescencia., con caracteristicas que son las siguientes:

Fibra optica Fibra Optica multimodo, didmetro del
nacleo de 400 +8 pm, diametro de
revestimiento 424+10 um, diametro de la
cubierta 730 +30 pm, para 400 a 2200
nm.

Tabla 7.4. Caracteristicas de la fibra 6ptica

7.5 Espectrometro

Se utilizé un espectrometro modelo Avaspec 2048-USB, que incluye las partes de
deteccién de la sefial de fluorescencia, procesamiento y la promediacién de la
misma. Las siguientes partes se describen a continuacion:

7.5.2. Fotodetector.
7.5.3. Monocromador.

7.5.4. Integrador-promediador.
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7.5.1 Fotodetectores CCD

Los fotodetectores para deteccion de fluorescencia por lo regular estan
construidos a partir de materiales semiconductores. ElI material semiconductor
interacciona con los fotones, provocando que cambie el electron del elemento
semiconductor su banda de valencia a uno de conduccion. La energia detectada
va depender del material con que se construya el fotodetector. Algunos de estos
fotodetectores son los fotodiodos, CCD, que son los que se utilizan en el equipo
empleado (Li y Nathan, 2005).

La tecnologia CCD viene de sus siglas en ingles (charge-coupled device) que es
dispositivo de cargas acopladas, que ha tenido éxito frente a la tecnologia CMOS
en camaras fotograficas. Esta tecnologia esta integrada de una matriz de celdas
llamadas pixeles, donde se generan electrones libres (electrones derivados del
material de silicio que forma la celda) al momento de ser incididos por fotones, se
generan pozos de potencial donde se encuentra almacenada la carga de
electrones, estos pueden ser transportados aplicando voltaje sobre las compuertas
0 electrodos de interconexion a los registros de desplazamiento (shift registers)
que estan adyacentes a los pixeles. Por ultimo se transporta la carga para
posteriormente ser leida y convertida a una sefal digital y ser mostrada en una
computadora (Li y Nathan, 2005).
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Horizontal CCD Qutput Structure

Figura 7.3. En esta imagen se muestra la arquitectura de un sensor ccd, las
flechas muestran el movimiento de las cargas (electrones). Se pueden ver
los registros horizontales y verticales, que transfieren las cargas, y entre
estas existe una puerta de transferencia que evita que los electrones de los
registros de desplazamiento vertical vayan hacia el registro desplazamiento
horizontal mientras se esta vaciando [ilustracion modificada del libre de F.
Li, A. Nathan. CCD Image Sensors in Deep-Ultraviolet: Degradation
behavior and Damage Mechanisms. Netherlands, Springer (2005). Cap. 8.]
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7.5.2 Monocromador tipo Czerny-Turner

El instrumento Avantes, utiliza un monocromador que es un dispositivo compuesto
de elementos Opticos que permiten separar la luz a una banda estrecha de
longitudes de onda. Estos instrumentos utilizan:

1) Rendija de entrada que evita que una fuente externa entre al monocromador.

2) Rendija de salida que estrecha el ancho de banda de la radiacién
(consiguiendo una mejor resolucion espectral).

3) Un sistema de colimacion integrada por espejos, lentes y una rejilla de
difraccion (donde la colimacion produce haces de luz totalmente paralelos
entre si), un sistema dispersante como son las rejillas de difraccion. Estas
difractan la luz en las diferentes longitudes de onda que la conforman (con
poder de resolucion proporcional al numero de lineas que forman a la rejilla).

4) Un sistema de concentracion y enfoque conformada por espejos o lentes.

El equipo tiene un monocromador tipo Czerny-Turner. El funcionamiento de dicho
monocromador es el siguiente:

1) Se emite luz sobre una rendija, que se encuentra en el foco de un espejo
céncavo.

2) Posteriormente la luz es reflejada y colimada por este espejo hacia una rejilla de
difraccién encargada de aislar la longitud de onda deseada.

3) La rejilla de difraccién va a difractar parte de la luz a un espejo cdéncavo que

reflejard la luz colimada y separada a una rendija que es la salida del
monocromador.
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Figura 7.4. Se muestra la configuracion de un monocromador tipo Czerny-
Turner conformado por espejos, rejilla de difraccion y rendija de entrada y
salida [ilustracion modificada del libro C. Silva Garcia, M. J. Garcia Bermejo.
Laboratorio de bioquimica. Editorial MAD, S.L. Primera edicién. Espafa.
(2006). Cap. 1.].

7.5.3 Integrador-promediador

El equipo Avantes tiene un integrador—promediador que es un dispositivo que sirve
para integrar los pulsos de fluorescencia y mostrar su espectro, por lo que se
forma una curva gaussiana y se promedia sobre cierto nimero de muestras para
convergerla al valor medio de la sefial y disminuirle el ruido.

Una vez mencionado cada uno de los elementos que conforman el equipo con el
gue se hicieron las mediciones de los espectros de fluorescencia, vamos a dar las
caracteristicas y los tipos de tecnologia que utiliza.

El dispositivo cuenta con un arreglo lineal de fotodetectores CCD a 2048 pixeles,
un dispositivo que funciona como un monocromador en configuracion Czerny-
turner con una longitud focal de 75 mm, también tiene un integrador-promediador,
que integracion la sefial de 1.1 ms a 10 min y la relacidon sefial a ruido es de 200 a
uno. A continuacién se muestran las caracteristicas del contenido de este equipo
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Configuracion Optica del monocromador | Czerny-Turner, 75mm la distancia focal
Rango de longitud de onda 200- 1100 nm
Rejilla de difraccion 300 lineas/mm
Resolucion 0.05- 20 nm
Detector Arreglo lineal CCD de 2048 pixeles
sefial/ruido 200:1
Convertidor analogico digital Resolucion de 16 bits y muestreo de
200 MHz
Tiempo de integracion 1.11 ms — 10 minutos
Fuente de alimentacion USB

Tabla 7.5. Caracteristicas del espectrometro Avantes (modelo Avaspec 2048-
USB).

A partir de este equipo se obtuvieron los espectros de la sefial de fluorescencia
que provenian del arreglo 2f construido. La sefial posteriormente se transmitié por
via USB a la computadora.

7.6 Funcionamiento del sistema.

La frecuencia del laser de Nd:YAG (1064 nm) es triplicada para obtener una sefal
en una longitud de onda a 355 nm, ya que como se explico esta dentro del rango
de longitudes de onda de absorcion de la molécula del NADH con el fin de
excitarla y producir fluorescencia. El haz emitido por el laser es reflejado por dos
espejos colocados a 45° al haz incidente, dirigiéndola a la celda de cuarzo que
contiene la muestra (la celda de cuarzo es utilizada ya que no absorbe la luz
ultravioleta). La deteccion de fluorescencia de la muestra se realizd a una
distancia de 16 cm y a una altura de 6.5 cm, esto se realiz6 con un arreglo 2f que
converge la sefal a la fibra 6ptica, esta ultima a su vez conduce la fluorescencia
captada al espectrometro Avantes. La sefial es promediada e integrada a 500 ms,
por ultimo, el espectro de fluorescencia se despliega en la computadora por medio
del software del equipo Avantes. Se muestra a continuacion dicho arreglo.
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Arreglo del experimento

Laser Nd:YAG.

Espejos de 45°.

Filtro de densidad neutra
Celda de cuarzo.

Filtro UV.

Lente biconvexa.
Montura de la lente.

Altura 8 cm

Espectrometro Avantes.
. Computadora.

10. Fibra optica.

11. Cable USB.

Mol Da iy G R R R e

Figura 7.5. Diagrama que muestra los componentes de registro de los
espectros de fluorescencia de las muestras. Las flechas amarillas indican la
direccion del haz del laser hacia la muestra y la flecha azul corresponde a la
emision de fluorescencia.
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Figura 7.6. Arreglo experimental utilizado en el experimento.

A continuacion se mostraran los espectros de cumarina y NADH purificado que se
obtuvieron para encontrar el lugar mas sensible del equipo al rango de longitud de
onda en 420-480 nm (Mayevsky y Rogatsky, 2007).

En la siguiente imagen se observa el espectro de la cumarina a una concentracion
a .2 mM utilizando como solvente Alcohol al 100%. Dicha concentracion de la
cumarina se llevé a cabo, a partir de las especificaciones del fabricante Exciton,
con el fin de observar su fluorescencia.
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Intensidad de fluorescencia

(Unidades Arbitrarias)

Espectros promedio de cumarina 460 (0.2 mM)
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Figura 7.6. Espectro promedio de la cumarina 460 con una concentracion

de 0.2 mM. La emisidon maxima se encuentra en 460 nm.

Se realiz6 una medicion de la emisibn maxima de la cumarina en el tiempo,
(figura de la siguiente pagina) a una concentraciéon de 50 mM y durante una
hora, con el fin de monitorear la estabilidad del laser.
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Emisidon maxima de fluorescencia (unidades

arbitrarias)

Emision maxima de fluorescencia de la cumarina en el tiempo
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Figura 7.7. Registro durante una hora de la estabilidad del laser Nd: YAG
con cumarina a 50 mM. Se observa una sefal periddica senoidal con un

periodo promedio aprox. de una hora.

En los siguientes espectros se utilizé un filtro de densidad neutra, que redujo la
sefial a 504 pW. Como se habia mencionado, esto se utilizd6 para no producir
dafios en las células, sobre todo porque la muestra seria incidida continuamente
en el tiempo por la luz UV. Se muestra a continuacion los espectros de
fluorescencia de Cumarina a 50 pM.
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Imtensidad de fluorescencia
(Unidades Arbitrarias)

Espectros promedio de fluorescencia de cumarina 460
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Figura 7.8. Espectro promedio de la cumarina 460 con una emision maxima
de fluorescencia en 468.7 nm. La muestra se encuentra 50 uM.

También se obtuvieron las gréficas en el tiempo de la emisibn maxima de la
cumarina a la misma concentracion.
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Registro de emision maxima de fluorescencia de cumarina 460 alolargo de 10 minutos
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Figura 7.9. Grafica en el tiempo de emision de fluorescencia de la cumarina
a una concentracion de 50 uM. Se puede observar que hay variaciones
senoidales propias del laser como se ilustr6 en la Figura 7.7.

Se obtuvo el espectro del NADH purificado (marca Sigma) a concentraciones de
50 uM que corresponden a valores fisiol6gicos. Se afiadio un buffer de tris a .01M
yaunpHde 7.2.
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Imtensidad de fluorescencia

Espectros promedio de NADH purificado (B-NADH)
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Figura 7.9. Espectro del B-NADH de la marca Sigma a la concentraciéon de
50 uM + Tris como buffer (emision maxima de fluorescencia en 463 nm).

Posteriormente se utilizé PBS (solucion salina amortiguada por fosfatos) como
vehiculo neutro para las células mononucleares, por lo que se registro el espectro
de la misma, con el fin de observar alguna interferencia del PBS en la sefal de

fluorescencia del NADH en células.
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Intensidad de fluorescencia

Espectros promedio de PBS
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Figura 7.10: Espectro obtenido del PBS dentro del rango donde se obtiene
la emisién de fluorescencia del NADH.

7.7 Obtencién de la muestra.

La desnutricion en ratas se hizo por competencia de alimento (lactancia), se hizo
el seguimiento del peso de la camada a lo largo de 21 dias. La bascula a utilizar
fue Salter Brecknell, con resolucién de 0.001 kg y capacidad maxima de 6 kg. Las
ratas tanto bien nutridas (control) como las ratas desnutridas (experimentales)
fueron de la cepa Wistar. La sangre se obtuvo por una puncion cardiaca en las
ratas con desnutricibn como control a la edad de 21 dias.

Las ratas control y experimentales fueron anestesiadas con isofluorano en una

camara de acrilico. Dicha camara fue disefiada para anestesiar o sacrificar a los
animales del bioterio.
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Se realizaron los experimentos con dos camadas, a las que se les practico el
protocolo de desnutricion. Se muestran a continuacion, los pesos y el grado de
desnutricion de las mismas. El grado desnutricion se obtuvo a partir de los pesos
del promedio de los controles comparandolos con los miembros de la camada de
ratas desnutridas.

Camada 1: La camada se realizd con 14 ratas, alimentados por una rata nodriza.
A partir de la tabla de pesos de las ratas desnutridas y de la rata control se obtuvo
el grado de desnutricion de las ratas experimentales. Los pesos que se registraron
a los 21 dias de edad son los siguientes:

Tipo de rata Peso en gramos

Rata control 1 57

Tabla 9.1 Rata control de 21 dias (primera camada).

Tipo de rata Peso en gramos Grado de desnutricion
Rata desnutrida 1 39 2°
Rata desnutrida 2 27 3°
Rata desnutrida 3 42 2°

Tabla 9.2 Ratas desnutridas de 21 dias (primera camada).

Camada 2: La camada se hizo con 16 ratas, alimentadas por una rata nodriza. Se
les midié su peso desde el dia 0 (nacimiento) hasta el dia 21 (obtencion de la
sangre periférica). Los pesos de las ratas se muestran a continuacion:

Tipo de rata Peso en gramos

Rata control 1 56

Rata control 2 57

Rata control 3 58

Rata control 4 60
Promedio 57.7

Tabla 9.3. Tabla con pesos de cuatro ratas control y su promedio, tomada a los 21
dias de vida.
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Numero de rata

Peso en gramos

Grado de desnutricion

Rata 1 34 3° grado de desnutricion
Rata 2 34 3° grado de desnutricion
Rata 3 34 3° grado de desnutricion
Rata 4 38 2° grado de desnutricion

Tabla 9.4. Pesos y tipo de desnutricidn, el célculo de la desnutricion se hizo con
respecto al promedio de las ratas control a los 21 dias de edad.

A continuacion se muestran los porcentajes de los distintos grados de desnutricion
de la segunda camada de ratas desnutridas:

grados de desnutricion

H]l m2 3

Figura 7.11. Aqui se muestran los porcentajes de grados de desnutricion
gue tuvo la camada de ratas desnutridas, este porcentaje se hizo
comparando ratas desnutridas con el peso promedio de ratas bien nutridas

(control).

7.7.1 Obtencién de las células mononucleares.

Se extrajeron 1.5 ml de sangre periférica (puncion cardiaca) con una jeringa
estéril de 3 ml con 0.1 ml de Heparina para evitar que se coagulara la sangre. Una
vez obtenida la sangre se deposité en un tubo de ensayo y esta se diluyé con
PBS (el PBS se hizo con NaCl a 138 mM, KClI 3 mM, Na,HPO, a 8.1 mM,

KH,PO, 1.5 mM y se ajusto el pH a 7.4 con HCI). Posteriormente se utilizd un

gradiente de densidad (ficoll 1.077) en un tubo de ensayo y se colocé la sangre
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diluida encima del gradiente de densidad y se centrifugd a 600 G (fuerza
centrifuga) durante 15 minutos, con el objetivo de separar las células
mononucleares de la sangre. Se recolectd la capa blanca de células
mononucleares con una pipeta pasteur y se depositd en un volumen arbitrario,
(usualmente se pone 1.5 ml de PBS). Se centrifugé a 400 G durante 15 minutos.
Una vez centrifugado se obtuvo una pastilla blanca de células mononucleares,
desechandose el liquido sobrenadante de la pastilla en el fondo del tubo de
ensayo y resuspendiéndola con una pipeta pasteur. Al final de la resuspension se
colocan 1.5 ml de PBS para depositarlas en la celda de cuarzo.

7.8. Ajuste de curvas de espectros de fluorescencia del NADH del grupo de
ratas desnutridas y bien nutridas.

El NADH es una molécula con la funcion de transferir electrones a la cadena
respiratoria, en el proceso se oxida para producir NAD+ y regresar a la glucdlisis y
al ciclo de Krebs. En estas reacciones el NADH se puede encontrar ligado a
enzimas, sin las cuales no se produciria ATP, por lo que es importante conocer la
cantidad de NADH ligado a proteina y NADH-libre (NADH que no se encuentra
unida a proteina o algun otra sustancia), ya que son indicadores sobre el
metabolismo bioenergético en células. La deconvolucion de las sefiales del NADH
en células mononucleares controles y desnutridas (Figura 8.8), permitié obtener la
relacion del NADH-proteina/NADH-libre (Silva, 2010). La deconvolucién de las
sefales se realizd usando el programa OriginLab version 8; este programa hace
un ajuste con el algoritmo de Marquardt-Levenberg.

Se realizo el ajuste de curvas del B-NADH y se obtuvo componentes patrones del
NADH libre para compararlos con las emisiones maximas del NADH de células
mononucleares. En la literatura las intensidades maximas del B-NADH con una
concentracion de 10 pM en PBS, se han reportado en 456 nm (Mayevsky y
Rogatsky, 2007), por otro lado con un amortiguador de pH (Mops) se ha
encontrado en 470 nm (Lakowitz, Szmacinski, Nowaczyk y Johson, 1992). Otros
reportan que el NADH libre celular tiene una emisibn maxima en 460 nm (Huber,
Bicher, Li Schlieter, Dorte y Riepe, 2000). Para la obtencién de las emisiones
maximas en estos experimentos, se usdé como fuente de excitacion un laser en
355 nm.

El NADH ligado a proteinas, se ha reportado con una emision maxima de
fluorescencia desplazada a la izquierda comparada a la del NADH libre, por
ejemplo, con CtPB (co-represor transcripcional), se encuentra la intensidad
maxima en 425 nm, a partir de una fuente de excitacion laser en 340 nm (Fjeld,
Birdsong y Goodman). En otras proteinas como la enzima alcohol
deshidrogenasa (40 uM) se tiene en 451 nm (Huber et al., 2000), para la glutamato
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deshidrogenasa (40 puM) en 463 nm. Otros autores han identificado al NADH unido
a proteinas en 430 nm (Kasimova et al. 2006).

Los resultados de este ajuste de curvas para los dos grupos se muestran en el
siguiente capitulo.
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8.0 RESULTADOS

8.1 Resultados de los espectros de fluorescencia del NADH de células
mononucleares de ratas con desnutricion y bien nutridas

Se hicieron dos experimentos con ratas desnutridas (dos camadas, como se
mencionod en el capitulo anterior). La primer camada contaba con 14 individuos,
con los que se obtuvieron tres espectros de fluorescencia del NADH de células
mononucleares de ratas desnutridas y otro espectro de una rata bien nutrida,
ambas de 21 dias de edad; sin embargo, se tenian problemas de estabilidad del
laser Nd:YAG. En ese momento la potencia de salida era de 30 mW en el haz
ultravioleta, sin utilizar el filtro de densidad neutra.

Posteriormente se hicieron ajustes al laser Nd:YAG (en el capitulo Anexo se
muestra dicho ajuste), se alcanzd una regién de estabilidad. Por lo que se hizo un
segundo experimento con una segunda camada de 16 ratas desnutridas,
obteniendo el espectro de NADH de células mononucleares de 4 ratas desnutridas
(experimentales) y 4 ratas bien nutridas (control).

Asi mismo, se tomaron espectros de fluorescencia con ratas sanas con muestras
de células diluidas al 50%, con la intencidn observar efectos de la densidad celular
en la emisiéon de fluorescencia del NADH celular.

A continuacion se muestran los resultados de los espectros de fluorescencia del
NADH de células mononucleares de la primera camada.
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Espectros del NADH de células mononucleares de ratas bien nutnidas y desnufridas (camada 1)
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Figura 8.1 Espectro del NADH de células mononucleares de ratas
desnutridas de 21 dias (Dcl, Dc2, Dc3) y de rata control (Nc).

Se obtuvieron espectros promedio de células mononucleares. Los espectros
promedio (Nc, DC1, DC2 y DC3), provienen de 152 muestras obtenidas a lo largo
de 10 minutos.

Tiempo despues se promediaron los espectros de ratas desnutridas y se obtuvo
un espectro promedio 65% menor comparado a la rata control, (Figura 8.2). La
maxima emision del espectro de NADH en la rata nutrida se encuentra a una
longitud de onda de 431.1 nm y en la rata desnutrida 452.3 nm.
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Intensidad de fluorescencia

(Unidades Arbitrarias)

Espectros promedio del NADH de células mononucleares de ratas bien nutridas y desnutridas (camadat)
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Figura 8.2 Espectro de fluorescencia promedio del NADH de células
mononucleares de ratas desnutridas de 21 dias (Dp) y de rata control (Np),
correspondientes a la camada 1.

Las ratas desnutridas tienen una menor densidad celular de células
mononucleares que las ratas bien nutridas, por lo que se hicieron diluciones de las
muestras con células mononucleares de 4 ratas bien nutridas. Las muestras
fueron suspendidas en 1.5 ml de PBS y se obtuvo el espectro de fluorescencia de
cada una de ellas. Posteriormente las mismas muestras se diluyeron en 3 ml de
PBS y se tomaron los espectros de fluorescencia.
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Imtensidad de fluorescencia

(Unidades Arbitrarias)

Espectros de NADH de células mononucleares diluidas y sin diluir
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Figura 8.3. Espectro de cada una de las muestras obtenidas de 4 diferentes
ratas (donde la rata 1 esta en verde, la rata 2 en rojo, la rata 3 en azul y la
rata 4 en café). Las muestras mas grandes corresponden a las sefales sin
diluir y las sefales menores a la muestra diluida al 50%. En estos
espectros presentamos varias sefiales con dos que tienen el mismo color,
siendo la sefial menor la correspondiente a la diluida.
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Imtensidad de fluorescencia
(Unidades arbitrarias)

Espectros de fluorescencia de muestra diluida al 50% y muestra sin diluir
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Figura 8.4. Espectro promedio de fluorescencia del NADH de células
mononucleares de 4 ratas bien nutridas a lo largo de 10 minutos. El
espectro azul corresponde a células mononucleares (suspendidas en 1.5
ml de PBS) y el espectro rojo esta diluida al 50% con PBS. La diferencia de
amplitud es del 30% entre el espectro azul y el rojo. En el espectro de
muestras sin diluir, la emision maxima se encuentra en 441.8 y en las
muestras diluidas el promedio fue de 440 nm.

Se muestra a continuacion la siguiente grafica comparativa entre los promedios de
intensidad de fluorescencia de las muestras diluidas y no diluidas de células
mononucleares. Se muestra también el valor de p, obtenida a partir de la prueba t,
la cual muestra que no hay diferencias significativas.
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Comparacion de intensidad de fluorescencia de NADH de CM
entre muestras diluidas y sin diluir

8

400

#

Intensidad de fluorescencla de NADH de células
mononucleares

Sindiluir Diluidas

Figura 8.5. Gréficas comparativas de los promedios de intensidad de
fluorescencia de NADH de células mononucleares (CM) entre el grupo sin
diluir (4 ratas, |= 387+/- 121.4) y diluido (4 ratas, 1= 276 +/- 84.6) al 50%
con una *p>0.05 (NOTA: I= intensidad de fluorescencia de NADH de células
mononucleares).

Posteriormente, se obtuvieron espectros de fluorescencia del NADH de células
mononucleares de 4 ratas bien nutridas (control) y de 4 ratas desnutridas
(experimentales), provenientes de la segunda camada. Los espectros se
adquirieron cada segundo a lo largo de diez minutos para el NADH de las células
mononucleares tanto de ratas bien nutridas como desnutridas. Se muestran en las
siguientes figuras (Figura 8.5 a 8.10), los espectros de fluorescencia de NADH, las
graficas en el tiempo de las emisiones maximas y de sus longitudes de onda en la
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Imntensicdad de fluorescerncia

[Unidades Arbitrarias)

cual se encuentran, asi como las respectivas graficas comparativas con sus
pruebas t.

Espectros del NADH de células mononucleares de ratas bien nutridas y desnutridas (camada 2)
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Figura 8.5. Se muestra el espectro de ratas control y desnutridas para hacer
énfasis en la diferencia en la amplitud de la fluorescencia que hay entre uno
y otro grupo. Donde N1 = rata bien nutrida 1, N2= rata bien nutrida 2, N3 =
rata bien nutrida 3, N4 = rata bien nutrida 4, D1 = rata desnutrida 1, D2 =
rata desnutrida 2, D3 = rata desnutrida 3 y D4 = rata desnutrida 4.

La siguiente grafica muestra la sefial de fluorescencia de ratas bien nutridas y
desnutridas a lo largo de 10 minutos.
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Emision maxima del NADH de células mononucleares alo largo de 10 min (camada 2).
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Figura 8.6. Espectros en el tiempo (10 minutos aproximadamente) que
muestran diferencias en amplitudes, mostrandose en promedio constantes.
Donde la sefial en azul son las emisiones maximas del NADH de ratas bien
nutridas y la sefial en rojo de las emisiones méaximas del NADH en ratas
desnutridas.

A continuacibn se muestra el espectro promedio de ratas bien nutridas y
desnutridas de la Figura 8.5.
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Intensidad de fluorescencia

Espectro promedio del NADH de células mononucleares bien nutridas y desnutridas (camada 2)

Longitud de onda (nm)

Figura 8.7. Espectro promedio del NADH de células mononucleares de 4
ratas bien nutridas (Np2) y en 4 ratas desnutridas (Dp2). La longitud de
onda de la emisibn maxima de fluorescencia del espectro en ratas
desnutridas y bien nutridas estd ubicada en 441.8 nm y 440 nm
respectivamente.

La Figura 8.7 muestra los espectros promedio de la fluorescencia del NADH de
células mononucleares de 4 ratas control (linea azul) y el espectro promedio de la
fluorescencia del NADH de células mononucleares de 4 ratas desnutridas (linea
roja) donde la fluorescencia del NADH de células mononucleares de ratas
desnutridas es 42% menor con respecto a las bien nutridas.

A continuacion en las graficas de la Figura de abajo, se compara los promedios de
intensidad maxima de fluorescencia del NADH de células mononucleares de ratas
desnutridas y controles, donde la diferencia fue significativa.
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Comparacion entre promedios de intensidad de fluorescencia
de NADH de CM de ratas experimentales y controles

Intensldad de fluorescencla del NADH de células
mononucleares

Mutrida Desnutrida

Figura 8.8 . Gréafica comparativa de promedios y desviacion estandar de la
intensidad de fluorescencia del NADH de células mononucleares de ratas
desnutridas (4 ratas, I= 438.7+/- 150) y controles (4 ratas, 1=254.7 +/- 53),
con *p<0.05 (NOTA: I= intensidad de fluorescencia de NADH de células
mononucleares).

Se estudid la posibilidad de corrimiento en la longitud de onda del espectro
promedio a lo largo del tiempo del NADH de células mononucleares de ratas
desnutridas con respecto a ratas bien nutridas.
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Gréfica de corrimiento de la longitud de onda en el tiempo

o T T T ! ! T ' r T

Longitudes de onda dela
emision maxima en ratas
desnutridas

Longitud de onda {nm})

Longitudes de onda de la emision maxima en
ratas bien nutridas

425 | | | | |
0
Tiempo (min)
Figura 8.9. Posibilidad de corrimiento del espectro del NADH en células

mononucleares en ratas desnutridas (linea roja) y ratas bien nutridas (linea
azul).

En la sefal de corrimiento en el grupo experimental (linea roja) aparece encimada
a la sefial de corrimiento en ratas bien nutridas (linea azul), por lo que se comparé
estadisticamente para corroborar el posible corrimiento.
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Comparacion entre la ubicacion de la emision maxima de
fluorescencia de NADH de CM del grupo experimental y control

fluorescencla

Longltud de ondade la emislén maxima de

413 4

410 4

Mutrida Desnutrida

Figura 8.10. Grafica comparativa de la longitud de onda en la que se
encuentra la emision maxima de fluorescencia de NADH de células
mononucleares (CM) entre ratas control (4 ratas, L=435.3+/-6.25) y
experimentales (4 ratas, 436.32+/-11.6) con una *p>0.05 y n=4 (NOTA: L=
longitude de onda de la intensidad de fluorescencia de NADH de células
mononucleares).

La prueba t mostr6 que la diferencia del promedio de los corrimientos del NADH
de células mononucleares de ratas desnutridas y ratas bien nutridas, no es
significativa (Figura 8.10).
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Intensidad de fluorescencia

8.2 Resultados de ajuste de curvas.

Con base en los datos mostrados, se determinaron los componentes de la
deconvolucién, donde se obtuvieron curvas parecidas al NADH libre y NADH
ligado a proteina, tomando en cuenta la intensidad y area de cada curva para la
relacion de NADH-proteina/NADH-libre.

Espectros promedio de B-NADH
| [
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Figura 8.11. Deconvolucion del espectro del B-NADH. El ajuste se realizé
con 3 curvas, siendo la curva 1 correspondiente a 431 nm, la curva 2 es
461, la curva 3 es 470 nm. La intensidad maxima del espectro se encuentra
en 465 nm, la concentracion de 3-NADH fue de 50 pM.
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B-NADH

Curvas Altura maxima Area FWHM
(hm)
curval 432 4.4 23.3
curva 2 461 0.8 9.2
curva 3 471 78 65.3
Tabla 8.5

El ajuste 6ptimo se hizo con tres curvas gaussianas (Figura 8.9). La deconvolucion
del espectro del B-NADH, permite obtener las componentes que corresponden al
NADH libre en células (comparando la altura maxima de la curva con la emision
méaxima reportada en la literatura), sin embargo, se debe tener en cuenta que el
NADH libre en células esta en un ambiente diferente al -NADH, por lo que se
debe tomar como una aproximacion, esto debido al ensanchamiento por colisiones
(ensanchamiento de los espectros causado por el entorno en el que esta
contenida la molécula fluorescente).

A continuacion se muestra la deconvolucion de los espectros promedio de ratas
desnutridas y bien nutridas, con las que se hizo el andlisis de componentes, para
la obtencién de la relacién de NADH ligado a proteina/NADH libre.
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Imtensidad de fluorescencia

(Unidades Arbitrarias)

Deconvolucion del espectro promedio del NADH de células mononucleares de ratas desnutridas

i ! ! ! T ! ! !

—

gﬁﬂ 380 400 44 440 d6d 440 500
Longitud de onda (nm)

Figura 8.13. Deconvolucion del espectro promedio del NADH de células
mononucleares de ratas desnutridas. El ajuste se realiz6 con 5 curvas
gaussianas, la chi cuadrada es 0.00017 (R2=.994).
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Deconvolucion del espectro promedio del NADH de células mononucleares de ratas bien nufridas

Longitud de onda (nm)

Figura 8.12. Deconvolucion del espectro promedio del NADH de células
mononucleares de ratas control. El ajuste de las curvas se realizé con 5
curvas gaussianas, con una chi cuadrada de 0.00022 (R2=0.998).

La curva 1 muestra una altura maxima en 403 nm, que pueden ser remanentes de
la emision de fluorescencia de la molécula piridoxina (S. Perez, 2010).

Se tomaron las areas y la altura maxima de las curvas 3 y 4, para determinar la
relacion de NADH-proteina/NADH-libre. La curva 3 en ratas desnutridas y bien
nutridas, tienen una altura maxima en una longitud de onda semejantes a la
reportada para el NADH unida a proteina (utilizando una fuente de excitacion en
355 nm); por otro lado la altura maxima de la curva 4 de ambos casos tiene una
longitud de onda que se encuentra cercana a la curva 2 del B-NADH (Figura 8.8) y
a la reportada en la literatura (Kasimova et al. 2006).
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A continuacion se muestra un cuadro con las caracteristicas tomadas de cada una

de las componentes de los espectros promedio de NADH de ratas bien nutridas y
con desnutricion.

Curva s

ar7

0.413

16.7

34.5 475 *

0.247

Tipo de rata Rata bien nutrida Rata desnutrida
Curvas A, | Area | FWHM | A_ A Area  |FWHM
(nm) (u.a.) (u.a. /nm) | (nm) (nm) (u.a.) (u.a./nm) [ (nm)
Curva 1 (curva
gue se ha
identificado con
piridoxina) 404 0.12 16.8 3.8 407 0.149 2.2 14.36
Curva 2 415 0.56 14 21.4 422 0.418 10.4 21.05

14 50.88
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Tabla 8.6. Donde I= Intensidad (maxima altura de la curva), A=longitud de onda
que se encuentra centrada al valor maximo de la curva, FWHM= ancho de la

curva, tomada a la mitad de la altura (Full Widht High Mid) y u.a.=unidades
arbitrarias.




En seguida se presenta la tabla con las relaciones del NADH ligado a
proteina/NADH libre, donde se tomaron las areas e intensidades de la tabla 8.6,
estas relaciones corresponden al promedio.

Ratas bien Nutridas Ratas desnutridas
Parametros Areas Intensidades Areas Intensidades
(curva 3 (curva 3y 4) (curva 3y (curva 3y 4)
y4) 4)
NADH-
proteina/NADH-libre 17 7.6 3.13 2.11
Tabla 8.7

Ahora se presentan las diferencias porcentuales de las areas e intensidades del
grupo experimental y el control, estas se obtuvieron a partir de la diferencia entre
ambos grupos (area e intensidad) y por ultimo, el resultado se dividié entre el
parametro mas grande (area e intensidad).

Parametros Areas Intensidades

Porcentaje de diferencia porcentual
entre las relaciones de NADH unido a
proteina/libre (experimental con
respecto a control)

81.6% 72.23%

Tabla 8.10

La diferencia porcentual entre el grupo experimental y control, a partir de las areas
fue de 81.6% y de 73.23%, siendo mayores las controles con respecto a las
desnutridas. Las siguientes figuras (Figura 8.14 y 8.15), comparan las curvas 3y
4 en ambos grupos.
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Intensidad de fluorescencia

{Unidades Arbitrarias)

Comparacion de componentes curva 3 del control y experimental NADH ligado a proteina

&

1o 400 420 440 460 480 500 520
Longitud de onda (nm)

Figura 8.14. Comparacién de las curvas 3 de controles y experimentales
Se muestra la curva 3 del control (C3) y experimental (D3). La componente
unida a proteina C3 es 50 % mas grande que D3.
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Comparacion de componentes curva 4 del control y experimental (NADH libre)
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Figura 8.15. Comparacion de las curvas 4 de controles y experimentales.
Se muestra la curva 4 del control (C4) y experimental (C4). El NADH libre
D4 es 4.6 % mas grande que C4.

Cada uno de los resultados mostrados en este capitulo seran discutidos en la
siguiente seccion.
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9. DISCUSION
9.1 Arreglo experimental

Durante el proceso de implementacion del arreglo experimental se disefiaron
diferentes arreglos de medicion de fluorescencia, se hicieron también
optimizaciones dentro de la cavidad del Nd:YAG, con la intencidon de adquirir una
mayor potencia en los pulsos laser de salida en 355 nm (UV) y contar con un
arreglo experimental sensible a la longitud de onda de emision de fluorescencia
del NADH en células mononucleares.

La implementacion del primer arreglo experimental permitido obtener espectros de
fluorescencia de rodamina (pigmento fluorescente que se tenia en ese momento
en el laboratorio), con el objetivo de tener experiencia en fluorescencia, donde se
analizé sus caracteristicas como la emision maxima, la longitud de onda, etc., no
obstante, se requeria adquirir espectros de fluorescencia de NADH celular y
reducir el nUmero de parametros ajustados manualmente en el arreglo (posicion
de la fibra Optica a la entrada del monocromador, asi como la apertura de la
rendija del mismo, etc.).

Se optd por un segundo arreglo experimental, que incluyera un equipo como el
espectrometro Avantes, que nhecesitdé ajustar manualmente el parametro de
captacion de la sefial (altura y distancia). Se utiliz6 como muestra a la cumarina,
ya que el pigmento tiene una emisibn maxima de fluorescencia en el rango
reportado del NADH de células (emision en 460 nm) y permitié adquirir espectros
con este pigmento a concentraciones de 5 uM (normoxia) y 50 uM (anoxia),
correspondientes al NADH celular en tejidos (Rose et al., 2006). El resultado en
las Figuras 10.9 y 10.10, muestran que el segundo sistema es sensible a bajas
concentraciones.

Posteriormente, se llevé a cabo la adquisicion de espectros de fluorescencia de
NADH celular, sin embargo, no se tuvo éxito, por lo que se afiadié un colimador
para homogeneizar los rayos divergentes de fluorescencia en rayos paralelos. El
colimador permiti6 convergerlos hacia la punta de la fibra O6ptica del
espectrometro. Se adquirié espectros de NADH de células Beta de cultivo celular
y de células mononucleares de ratas bien nutridas ( 6 y 8 meses de edad), que
presentan emisiones maximas entre 430-450 nm (ver Figuras 10.13 a 10.20),
como se ha reportado en la literatura (Mayevsky y Rogatsky, 2007).

Se hizo a continuacion dos pruebas en el sistema de medicion. En el primero se
aumenté la temperatura (cambios en la temperatura modifican la emisién de
fluorescencia [Zelent et al., 2007]) y en el segundo se monitore6 en el tiempo la
emisidbn maxima de la sefial. Cada una de estas pruebas se realizé con diferentes
ratas. Al aumentar la temperatura a temperaturas mayores a la del ambiente se
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obtuvo un corrimiento en la emision maxima hacia el rojo y una menor intensidad
de fluorescencia del NADH al aumentar la temperatura con respecto al ambiente.
El segundo experimento presentdé una caida en la emision maxima de
fluorescencia del NADH a lo largo de 30 minutos (datos mostrados en la Figura
10.16 del capitulo del anexo)

Fue necesario captar una mayor sefial, ya que no se conocia la intensidad de
fluorescencia méxima en ratas desnutridas, por lo que sustituy6 el colimador por
una lente biconvexa para un arreglo 2f, que es un arreglo optico donde la muestra
y Su imagen se encuentran a una distancia de dos veces la distancia focal de la
lente y en lados opuestos de la misma.

Con este nuevo arreglo se logré captar el doble de la emision méaxima de
fluorescencia del NADH de células mononucleares de ratas desnutridas y bien
nutridas, sin embargo, el experimento se tuvo que suspender al observar una
disminucién en la intensidad de los pulsos de salida del laser en el tiempo. Esto
llevo a la re-optimizacion y re-alineacion de la cavidad del laser, que ayudoé a la
estabilidad de los pulsos (355 nm). Una consecuencia de estos ajustes fue un
aumento de la potencia (8 veces mayor a la anterior), por lo que se utilizé un filtro
de densidad neutra para disminuir la potencia de salida y asi evitar dafar las
células mononucleares (Kulms y Schwarz, 2000).

Se comprobd la estabilidad del Nd:YAG, a través de espectros de fluorescencia de
cumarina en el tiempo, y se encontré que la fluorescencia a lo largo de una hora
no mostraba decaimiento [Figura 8.7], como la vista en la Figura 10.22, el arreglo
ademas, mostré sensibilidad a bajas concentraciones de cumarina, por lo que el
equipo mostraba ser capaz de detectar fluorescencia en el rango del NADH celular
y permitié continuar con el experimento con ratas desnutridas y bien nutridas.

9.2 Obtencion de espectros de NADH purificado, NADH de células
mononucleares de ratas desnutridas y controles.

Se obtuvieron espectros de fluorescencia de NADH purificado (B-NADH), con el
objetivo de corroborar la emision maxima en 450-460 nm, que es el rango
reportado en la literatura (Mayevsky y Rogatsky, 2007). . Los espectros muestran
una emision maxima promedio en 463 nm (ver Figura 8.9), cercana al rango antes
mencionado, asi mismo, estos resultados se utilizaron para identificar la
componente de NADH libre en células mononucleares.

Una vez obtenido el espectro de fluorescencia de NADH purificado, se
adquirienron los espectros de emision de fluorescencia del NADH de células
mononucleares de ratas control y desnutridas. Los primeros datos experimentales
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(primera camada) muestran una disminucion de la sefal de fluorescencia de las
ratas experimentales del 65%, comparadas con la rata control (Figura 8.1y 8.2). A
pesar de que estos resultados fueron adquiridos con el decaimiento de la
intensidad de salida del Nd.YAG en el tiempo, se considera que los espectros
obtenidos no se vieron afectados, dado que en ambos grupos se tomaron bajo las
mismas condiciones experimentales.

Después de la dultima optimizacion de la cavidad del laser, se repitid el
experimento (segunda camada) con ratas control y experimentales, donde se
encontré nuevamente una disminucion en la intensidad de fluorescencia del NADH
en las células mononucleares en un 42% comparadas con las ratas bien nutridas
(Figura 8.5 y 8.7). Las pruebas estadisticas muestran que hay una diferencia
significativa (Figura 8.8).

Se quiso evaluar la intensidad de fluorescencia en el tiempo, con el fin de
determinar alguna diferencia entre el grupo experimental y control. Para ello se
utilizé la emision maxima del espectro promedio de ratas de ambos grupos
registradas a lo largo de 10 minutos, donde permanece constante la diferencia de
intensidad de ambos (Figura 8.6), ademas los grupos experimentales y control no
presentan decaimiento alguno de la intensidad de fluorescencia en el tiempo.

Otro andlisis que se llevd a cabo, fue observar corrimientos de las emisiones
maximas de ratas desnutridas y controles. Se grafico la longitud de onda donde
se encuentran las emisiones maximas a lo largo de 10 minutos. Se puede
observar en la Figura 8.9, que las ratas desnutridas se encuentran por arriba de la
grafica de los controles, es decir, los espectros estan corridos hacia el rojo, sin
embargo, no se hall6 una diferencia estadisticamente significativa entre ambos
grupos (Figura 8.10)

La literatura menciona que las ratas desnutridas tienen una cantidad de células
mononucleares de hasta un 50% menor a las ratas bien nutridas (Cortés,
Gonzalez, Gomez y Ortiz, 2008). Por tal motivo fue de interés observar el efecto
de la densidad celular en la emision de fluorescencia del NADH, se tomaron
espectros de ratas bien nutridas diluidas al 50% y sin diluir, que muestran una
aparente diferencia entre las intensidades de estos dos (Figura 8.4), no obstante,
las pruebas estadisticas muestran que no hay diferencia significativa entre ambos
grupos (Figura 8.5).

Estos resultados demuestran que las diferencias entre las intensidades de
fluorescencia de las ratas desnutridas con respecto a las controles podrian
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explicarse mejor por un efecto en el metabolismo energético que por densidad
celular.

9.3 Deconvolucion de espectros promedio de grupo de ratas bien nutridas y
desnutridas.

Se realizo la deconvolucion de los espectros promedio de la Figura 8.7, por medio
del programa Originlab version 8. Este ajuste hace us6 del algoritmo Marquard-
Leverberg con 5 curvas gaussianas (ver Figuras 8.11, 8.12 y 8.13) con el propésito
de obtener las componentes del NADH celular que son NADH libre y NADH unido
a proteina (S. Perez, 2010). La eleccion de las componentes se realizd con base a
espectros del NADH celular reportados en la literatura (excitados con laser en 355
nm) (Lakowicz et al. 1992) y las componentes de la deconvolucion del NADH
purificado de la Figura 8.11.

El componente 4 de la deconvolucién en ratas bien nutridas y desnutridas estan
centradas en 463 y 464 nm respectivamente, que es aproximado a la emisién
méaxima de fluorescencia del NADH libre reportado (460 nm) [Kasimova et al.,
2006], ademas la componente 2 de la deconvolucion del B-NADH esta centrada en
461 nm, cercana también a las curvas identificadas.

En el caso de la emision de fluorescencia del NADH unido a proteina se ha
encontrado en 430-435 nm, se eligio la curva 3. Varios autores mencionan que al
unirse a proteina el NADH, su espectro de fluorescencia se recorre aprox. 20 nm
hacia el azul (hacia la izquierda) con respecto al NADH libre (S. Perez, 2010).

Por otro lado, las componentes 2 y 5 no se pudieron establecer como NADH unido
a proteina o NADH libre. En la Figura 8.14, se observa que la componente del
NADH unido a proteina del grupo experimental es 50% menor con respecto al
control. Este resultado podria explicarse por una disminucion en las proteinas
mitocondriales y en una alteracion en la cadena respiratoria, como se ha descrito
en otros tipos celulares (Ferreira y Gil, 1984). Las componentes del NADH libre
son similares en ambos grupos (Figura 8.15), posiblemente por mecanismos que
mantienen la homeostasis del NADH libre en células, mencionado por algunos
autores (Kasimova et al., 2006).
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9.4 Conclusiones.

Los trabajos en células de higado y corazén que utilizan técnicas bioquimicas han
sugerido que la desnutricion grave muestra una disminucion en la oxidacion de
sustratos (Ferreira y Gil, 1984), cuya consecuencia es una baja sintesis de NADH
mitocondrial total. Los resultados que arrojé el presente trabajo de investigacion,
indican que el NADH unido a proteina es el mas afectado comparado al NADH
libre, por lo que se propone que no solo existe una disminucion en la produccion
de NADH sino también una menor produccion de proteinas unidas al NADH
debido al empobrecimiento de proteinas mitocondriales (Ferreira y Gil, 1984).
Estos efectos podrian dar una explicacion a los efectos prolificos de la
desnutricion grave en el sistema inmunoldgico, ya que la disminucion de NADH
unido a proteinas principalmente de la cadena respiratoria ocasionaria una pobre
sintesis de ATP; la disminucion de esta molécula afectaria las diferentes cascadas
enzimaticas que se activan durante la respuesta inmunoldgica.

A partir de los resultados presentados y de lo encontrado en la literatura, se
propone el siguiente esquema sobre el efecto de la desnutricion grave en la
fosforilacion oxidativa y en la produccién de ATP.

’Proteinas -
mitocondriales

JHOxidacion de g NADH ligadoa
sustratos proteina
NABH Intensidadenla

fluorescencia

[NADH Jiibre= constante

Figura 9.1 Esquema modificado de la cadena respiratoria de la mitocondria
de ratas desnutridas de linfocitos y monocitos (células mononucleares), que
muestra la implicacion de encontrar una menor cantidad de NADH vy
proteinas mitocondriales, resultando en una menor oxidacién del NADH y
una cantidad disminuida de ATP.
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Con base a los resultados que se presentan y a los antecedentes de esta tesis, se
sugiere que el metabolismo energético produce una disminucion en el nUmero de
linfocitos (no se descarta dicha disminucion de linfocitos debida a la reduccién en
organos linfoides) y en alteraciones en la liberacion de interleucinas [Bhaskaram
y Sivakumar, 1986], por lo que ilustramos estos efectos en la figura de abajo, con
tal de mostrar el efecto devastador de este problema en las células del sistema
inmunologico.

Desnutricion grave
L Fluorescencia del - ,
NADHYy alteracion + -Tamaiio de 6rganos
metabolica linfoides, timo, bazo,
amigdalas y nodos
linfaticos .

. Densidad de
FInterleucinalL-1 linfocitos y
elL-2 monocitos .

Figura 9.2. Esquema que muestra que la desnutricidbn grave implica una
menor intensidad de la fluorescencia de NADH celular con una reduccion en
la cantidad de esta molécula en células mononucleares. La disminucion en
la produccién de ATP afectaria la sintesis de interleucinas y la proliferacion
celular
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Todas estas deficiencias en la maquinaria energética traen consigo dafos graves
en la capacidad de respuesta del sistema inmunolégico, que hacen al organismo
con desnutricion grave mas susceptible a sufrir padecimientos de tipo infeccioso
por bacterias, virus y hongos, por lo que se propone el siguiente esquema de los
efectos de la desnutricion grave en base a resultados experimentales de esta
tesis, como de articulos encontrados en la literatura, con el fin de observar el
problema como un problema bioenergético celular, que esta vinculado a uno
infeccioso.

Desnutricion grave (proteinica-calorica)

v

Afectacion del metabolismo de células
mononucleares

/_\

‘ NADH ' Citocromos aly a3

\

‘ NADH unido a proteina

v

o, Afectacion en la
' Oxidacion de NADH — fosforilacion oxidativa

[
' Sintesis de ATP

' Frecuencia de enfermedades /

infecciosas "\ ' Produccion de citocinas Proliferacion de linfocitos

Figura 9.3. Esquema que se propone sobre los efectos de la desnutricion
grave en la actuacion del sistema inmunolégico ante enfermedades
infecciosas.
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9.5 Trabajo a Futuro.

Los resultados en esta investigacion, confirman la hipotesis para esta tesis: la
desnutricion grave afecta el metabolismo energético de las células mononucleares
(linfocitos T, B y monaocitos), por lo que se plantea en trabajos posteriores, conocer
si los linfocitos T, B y monocitos son afectados de igual manera por este
padecimiento.

En investigaciones futuras, se buscara realizar la activacion de linfocitos in vitro
por medio de técnicas bioguimicas, donde se mida simultaneamente Ila
fluorescencia del NADH celular en ratas bien nutridas y desnutridas.

La deconvolucion de los espectros promedio del NADH celular de ratas
desnutridas y control, se llevaron a cabo con 5 curvas, de la cuales dos de ellas no
se determin6 a qué tipo de componente de NADH celular corresponden (NADH
libre y NADH unido a proteina). En otro trabajo se sugiere continuar con este
andlisis.

Como observamos, los individuos con desnutricion grave sufren de una
disminucién del tamafio en timo y bazo con respecto a organismos bien nutridos,
por lo que un estudio futuro implicaria repetir el estudio de espectroscopia de
fluorescencia con laser en estos tejidos linfoides, con el fin de hallar el fondo
comun de los efectos reportados de la desnutricion grave en el sistema
inmunologico.
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10 ANEXO.
10.1 Implementacion del arreglo experimental.

El propdésito de este anexo es mostrar el proceso de implementacion del arreglo
experimental donde se optimizaron diferentes arreglos de medicion para llevar a
cabo la espectroscopia de fluorescencia laser. Los arreglos de medicion de
fluorescencia que se implementaron hacen uso de distintos elementos Opticos
(espejos, lentes, etc.) y sustancias fluorescentes (por ejemplo, rodamina 6G
marca exciton y cumarina 460 marca sigma), que permitieron encontrar una mayor
intensidad de fluorescencia del NADH en células mononucleares.

El primer arreglo consisti6 de los siguientes elementos: rodamina 6G como
muestra fluorescente, una cavidad de laser de pigmento (construido previamente
en el laboratorio de dptica cuéntica), un Monocromador tipo Czerny-Turner, un
integrador-promediador (boxcar), un fotodiodo sensible al UV y un convertidor
analdgico digital de 24 bits (ver seccidén 10.1.5). El segundo arreglo de mediciéon
utilizé como muestra a la cumarina 460, un espectrometro avantes (que contiene
un promediador-integrador, un monocromador y un fotodetector), fibra éptica y
algunos elementos del laser de pigmento (ver seccion 10.2). El tercero y cuarto
arreglos son mejoras en la optimizacion del segundo arreglo experimental.

10.2 Primer arreglo experimental.

Se comenzo con la implementacion del sistema de espectroscopia del laboratorio
de Optica cuantica, utilizandose un generador de fluorescencia (laser de pigmento
con rodamina 6G), la fluorescencia es analizada (monocromador), detectada y
convertida la sefial 6ptica a una sefial eléctrica (fotodiodo), integrada y
promediada (integrador-promediador) y transformada la sefal eléctrica a una
digital (convertidor A/D). El propdsito de este primer sistema fue caracterizar
espectros de fluorescencia excitada por el laser Nd:YAG y familiarizarse con el
fendémeno de fluorescencia.

10.2.1 Laseres de pigmento.

Los laseres de pigmento emplean pigmentos organicos que se encuentran
disueltos en un solvente organico (por ejemplo alcohol y metanol) y se bombean
Opticamente con un laser Nd:YAG para excitar al fluoréforo. En este tipo de
laseres se puede sintonizar a longitudes de onda que pueden cubrir todo el
espectro visible, sin embargo, la emision laser tiene una frecuencia menor a la de
bombeo (Guasti y Rangel, 1990). El laser Nd:YAG (laser de bombeo) funciono
con la siguiente configuracion, para excitar al pigmento:
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Caracteristicas del laser de bombeo:

Tipo de laser Nd:YAG
Longitud de onda que se utiliza 532 nm
en la excitacion
Pulsos por segundo 10 Hz
Ancho del pulso 8 nanosegundos
Celda pockels Si
Potencia del laser 3 mwW

Tabla 10.1

10.2.2 Medio activo.

Como se menciond, el medio activo en el sistema fue un pigmento, que se
encuentra constituida de moléculas organicas con enlaces dobles conjugados,
gue hace que los electrones se encuentren en un pozo de potencial muy ancho,
por lo que los niveles de energia forman un cuasicontinuo, resultando en
espectros de absorcién y emisién con bandas muy anchas (Guasti y Rangel,
1990). El pigmento utilizado es la Rodamina 6G que tiene las caracteristicas:

Caracteristicas del pigmento

Pigmento Rodamina 6G
Concentracion 1.19 g/l (2.5mM)
Rango de emision 567-602 nm

Tabla 10.2 (Informacién de exciton).

Ahora mencionaremos el sistema que conforma al laser de pigmento
caracteristicas y funcionamiento.

10.2.3 Resonador éptico.

Se utiliz6 una cavidad éptica construida de tipo Littman Metcalf (Figura 12.1). La
cavidad Optica nos ayuda a confinar el campo electromagnético y a seleccionar la
frecuencia de alta energia del sistema. Existen cavidades resonantes de tipo
estacionario o de anillo, el utilizado en este arreglo fue de tipo estacionario
(sistemas que producen ondas con nodos que permanecen fijos). El tipo de
elemento para seleccionar la frecuencia es una rejilla de difraccion (por su fuerte
dependencia angular con la frecuencia) y un espejo de sintonizacion (plano y de
primera superficie) que permite aumentar el numero de lineas iluminadas en la
rejilla, resultando en una mayor resolucién (Figura 10.1) [(Guasti y Rangel, 1990].
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Caracteristicas de la cavidad

Tipo de arreglo (cavidad) Littman Metcalf
Lente cilindrica Distancia focal 7.5 cm
Espejo de retroalimentacion Espejo de primera superficie
Celda de cuarzo Capacidad 3.5 ml, tapa de teflon y
agitador magnético
Rejilla de difraccion 1800 lineas por mm de 5 cm de largo
Espejo plano de sincronizacion De primera superficie
Tabla 10.3

10.2.4 Funcionamiento del laser de pigmento.

El sistema de bombeo, como se habia mencionado es el laser Nd:YAG, fuente de
energia de nuestro sistema. La luz producida del Nd:YAG es reflejada por dos
espejos de 45° (que reflejan la luz en 532 nm), la luz reflejada es enfocada de
manera transversal por una lente cilindrica (aumenta la densidad de energia)
sobre una celda de cuarzo que contiene el pigmento disuelto en alcohol (esto
produce una conversion de energia de una longitud de onda menor a una mayor
conllevando a un calentamiento del solvente que degrada al pigmento, por lo que
se utilizé un agitador magnético). La fluorescencia emana de la celda en forma
perpendicular al haz reflejado e incide sobre el espejo posterior (refleja parte de la
fluorescencia) y la rejilla de difraccion. Parte de la fluorescencia que se refleja de
la rejilla es regresada por el espejo de sintonizacion, que se ajustd por medio de
tornillos milimétricos para obtener a la salida accion laser (Figura 10.2 b y c).

En la Figura 10.2, se puede observar las diferentes emanaciones al alinear el
laser de pigmento; primero se obtuvo la fluorescencia del haz, posteriormente se
ajustaron cada uno de los elementos de la cavidad para obtener accion laser como
se ve en la Figura 10.2 b y este se enfocd en un punto con la intencion de tener
una densidad alta de energia (Figura 10.2 c).

En la Figura 10.1 se muestra la configuracién del laser de pigmento con el fin de
obtener accién laser (haz coherente, monocromaético y de alta intensidad).
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Cavidaddel laserde pigmento

Laser Nd:YAG.

Espejos de 45°.

Lente cilindrica.

Celda de cuarzo.
Espejo posterior.

Lente de sintonizacion.
Rejilla de difraccion

e MU

Figura 10.1 Cavidad del laser de pigmento reconstruido. Las lineas amarillas
corresponden a la fluorescencia del pigmento y las lineas verdes al haz verde
(532 nm) del laser Nd:YAG.

Figura 10.2. La fotografia A corresponde a la fluorescencia de la rodamina
6 G, la fotografia B a la emision laser del mismo pigmento, y la fotografia C
es la misma emision laser enfocada en un punto.
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Una vez construido el laser de pigmento se implementd el sistema de medicion
para obtener espectros de accién laser.

10.2.5 Sistema de medicion.

10.2.5.1 Caracteristicas del sistema de medicion.

Los elementos empleados como se habia mencionado son una fibra oOptica, un
monocromador, un fotodiodo, un integrador-promediador, un convertidor analégico
digital y una computadora. Se explica a continuacion cada una de las
caracteristicas y funcionamiento de estos elementos.

La fibra dptica que se utilizé en este arreglo fue una fibra utilizada anteriormente
en un microscopio oftalmico.

Fibra optica
Fibra optica Utilizada en un microscopio
Ancho 5 mm
Largo de la fibra 1.50 m
Tabla 10.4

El Monocromador utilizado tiene una configuraciéon Czerny-Turner (ver capitulo 8),
gue se empled para separar la longitud de onda de interés. Se ajusto la salida de
la fibra Optica a la entrada del Monocromador, con el propdsito de obtener una
mayor sefial de salida del Monocromador (Manual de operacion de espectrometro
Avantes).Se controlaron autométicamente por software la velocidad de barrido y la
apertura de las rendijas. Se muestra en la siguiente tabla las caracteristicas de
este equipo.

Monocromador
Monocromador Marca Pacific Instruments, modelo
MP1018B
Configuracion Czerny-Turner
Rejilla de difraccion 1800 lineas
Seleccion de barridos 2,5,10,20,50 y 100 nm/min
Resolucion de rejilla 0.1 nm
Rango de apertura de Rendijas 5
Tabla 10.5
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El fotodiodo empleado tuvo que ajustarse a la sefial de salida del Monocromador
para captar la mayor cantidad posible de luz. El fotodiodo convertia la sefial dptica
en una sefial eléctrica que iba al integrador-promediador. Se armd una
configuracion ultra-rapida del fotodiodo para captar las sefiales de luz del laser de
pigmento (Catalago de informacion Hamamatsu). Las caracteristicas del fotodiodo
son las siguientes:

Caracteristicas del fotodiodo

Fotodiodo Marca Hamamatsu, modelo S1722-02
Ventana Ventana de silica, sensible al UV
Sensibilidad 190 a 1064 nm
Configuracion Configuracion del circuito para
respuestas de luz ultrarrapidas

Tabla 10.6

La sefial eléctrica del fotodiodo, es integrada por un boxcar (integrador-
promediador), por medio de un generador de ventana que iniciaba a través de una
sefal de disparo dada por el laser Nd:YAG (el ancho de ventana de integracion
podia ser modificado). EI boxcar se configur6 para tomar un cierto niumero de
muestras que son promediadas, cuyo fin es aumentar la razon Sefial/ruido y el
ruido converja a cero. Este equipo permite ver sefiales con pulsos rapidos para ser
registrados por un convertidor Analdgico-digital (Manual de operacion boxcar,
SR250). Las caracteristicas utilizadas por el boxcar para la obtencion de espectros
se muestran a continuacion:

Integrador-promediador

Integrador Marca Stanford Research System,
modelo SR250
Integrador de ventana de alta velocidad Tipo NIM
Trigger: Externo (dado por el laser)

Promediacion (muestras/min) 10 a 100
Ancho de ventana 100 ns
Sensibilidad de la sefial 20 mVv
Retraso 100 ns

Tabla 10.7
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La sefial analogica de salida del boxcar es convertida a una digital por medio de
un convertidor analdgico/digital, para ser desplegada por software de nuestra

computadora (matlab).

Convertidor Analdgico-Digital

Convertidor AD Marca Picolog, modelo ADC-20/24
Resolucion 24 bits
Rango de voltaje +/-2.5 volts
Terminal de conexion PP310 ADC-20/ADC-24
Tiempo de conversion 60 ms

Tabla 10.8

El software utilizado fue disefiado en el laboratorio, para controlar el inicio de
barrido de la sefial y la velocidad a la que ira el Monocromador (dada en
angstroms por minuto) para el registro del laser, ademas de comenzar la
conversion de datos analogicos a digitales para ser mostradas las sefiales.

Software de adquisicion

Matlab

Version 2010

Numero de muestras

10 S/seqg (10 muestras por segundo)

Tiempo de conversion utilizado

60 ms

Tabla 10.9

10.2.5.2 Funcionamiento del primer arreglo experimental.

Se dara una explicacion general del funcionamiento del sistema, acorde a cada
una de los componentes antes vistos.

La accién laser fue conducida por un una fibra Optica hasta el Monocromador
(para separar la longitud de onda a estudiar), la sefial entra al monocromador y es
conducida a una rendija ajustable. La rendija reflejara la sefial a la longitud de
onda de interés, para posteriormente salir del monocromador y ser recolectada por
un fotodiodo que contiene un catodo fotoemisivo (fotocatodo). La sefial captada
es integrada y promediada por un boxcar para obtener una mayor relacion
sefal/ruido. Una vez integrada y promediada, esta sera convertida por una tarjeta
Analogico digital y desplegada en una computadora. El esquema de abajo muestra
como fue configurado el arreglo experimental.
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Laser Nd:YAG.
Espejos de 45°.
Laser de pigmento.
Fibra dptica.
Meonocromador.
Fotodiedo.
Integrador -

Primerarreglo
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promediador.
8. Tarjeta A/D.
9. Computadora.
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Figura 10.3. Primer arreglo experimental construido en el laboratorio para la
caracterizacion del laser de pigmento (donde el pigmento es Rodamina 6G). En
verde se tiene la emision del laser del Nd:YAG en 532 nm y amarillo la emisién

laser del pigmento.

10.2.5.3 Resultados del primer arreglo experimental.

Los espectros del laser de pigmento de la Figura 10.3, fueron obtenidos
modificando los parametros de velocidad de barrido (50 y 100 Anstrongs/min) y la
apertura de la rendija de salida, ambos del monocromador. También se modifico la
posicion de la lente de sintonia del laser de pigmento y el nimero de muestras
promedio por el boxcar. Las longitudes de onda de los resultados son mostrados
en Anstrongs (1 Anstrong = 10 nm) debido a que el monocromador opera a estas
unidades.

En la siguiente figura se muestran los espectros, modificando la apertura de la
rendija del Monocromador y dejando fijo la velocidad de barrido (100 A/min), el
namero de muestras promediadas (10 muestras) por el boxcar y el espejo de
sintonizacion. En estas sefiales se observa la emision maxima de accion laser y el
FWHM o ancho a media altura, que es el ancho de una curva o funcién, medida a
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Intensidad de fluorescencia

partir de dos puntos extremos sobre la curva y que se encuentran a la mitad de la
emision maxima.

Espectros promedio del laser de pigmento rodamina 6G

1200

——— 700 micras (FWHM= 6.4 &)
— 400 mieras (FWHM= 5.2)
630 micras (FVWHM=E)

500 micras (FWHM= 5.8
200 micras (FWHM= 2.7)
I00micras (FYWHM=3.T)

1000

|| ¥l

{Unidades Arbitrarias)

-0
&T60 &765 5110 &TTh 5780 5785 5790 5195 5800 5805 510

Longitud de onda (Armstrongs)

Figura 10.4. Espectros obtenidos a partir de una apertura de la rendija a: 1)
700 micras (emision maxima 5781 A), 2) 630 micras (emision maxima 5782
A), 3) 500 micras (emision méaxima 5782 A), 4) 400 micras (emisién maxima
5785 A), 5) 300 micras (emisién maxima 5782 A), y 6) 200 micras (emision
méaxima 5783 A). El tamafio de 700 micras tiene la mas alta intensidad y
cuenta con una FWHM de 6.4 Armstrongs. Estas sefialas fueron tomadas a
10 Hz del haz del laser Nd:YAG con una velocidad de 100 A/min
(Monocromador), promediando a 10 muestras (boxcar).

Los espectros muestran una disminucion en la captacion de intensidad del laser,
conforme se acorta el ancho de la rendija. La apertura de 200 micras es la que
presenta la mas baja emanacion de la sefal Optica. Existen corrimientos en la
emision maxima de hasta 4 A; sin embargo se mantiene en una emision
aproximada de 5780 A.

En los espectros mostrados a continuacion se fijo la apertura del Monocromador a
300 micras y se modificé la posicion del espejo de sintonizacién (el movimiento se
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hizo girando el tornillo milimétrico) comenzando en una posicion de 0 mm hasta
de .45 mm con la intenciébn de no perder accion laser y obtener una mayor
intensidad en la emision.

Espectros del laser de pigmento a diferentes ajustes de la rendija del monocromador
300 T T T T T T T T

Intensidad de fluorescencia (U.A.)

| | | | | | | | |
Do 5800 5810 5820 5830 5840 5850 5860 5870 580 5
Longitud de onda (Armstrongs)

Figura 10.5. Espectros obtenidos a partir del ajuste del espejo de
sintonizacion siendo 1) inicio (0 mm) con una FWHM de 2.9 A, 2) .15 mm
(contrario a las manecillas del reloj) con FWHM de 5.8 A., 3) .35 mm
(manecillas del reloj) con FWHM de 2.6 A., 4) .40 mm (manecillas del reloj)
con FWHM de 3.3 A. y .45 mm (manecillas del reloj) con FWHM de 5.29 A.
Se hicieron las mediciones con una rendija de salida de 300 micras y a 10
muestras promedio y a 10 Hz.

En la Figura 10.5 existe un corrimiento en longitud de onda y en algunos casos un
aumento en la intensidad. Se muestra que el espectro 4 tiene una menor
intensidad de la accion laser y se encuentra en una posicion de .40 milimetros (a
favor de las manecillas del reloj) con respecto a la posicion inicial de 0 milimetros.
En estos resultados existe un posible problema con el espectro 5 ya que la
emision deberia de disminuir en lugar de aumentar al mover el espejo de
sincronizacion mas a favor de las manecillas del reloj, por lo que pudo haberse
desalineado la cavidad del laser de pigmento al mover el espejo de sintonizacion.
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El primer arreglo nos ayudd a caracterizar espectros del laser de pigmento para
rodamina 6G y familiarizarnos con la captacién de espectros y con el sistema de
medicion, sin embargo se necesitaba observar cual era la intensidad de
fluorescencia en células. Se usé otro tipo de equipo que fuera mas sencillo de
ajustar los pardmetros de obtencion de espectros y observar la intensidad de
fluorescencia del NADH en células, este fue el caso del espectrometro Avantes
gue es un Monocromador, fotodiodo, integrador-promediador y convertidor A/D.
Los siguientes arreglos fueron elaborados con este equipo y con elementos
Opticos adicionales para capar fluorescencia del NADH de células mononucleares.

10.3 Segundo Arreglo experimental.

En este segundo arreglo experimental se empled el espectrometro Avantes, que
esta constituido por un arreglo de fotodectores CCD, un Monocromador de tipo
Czerny-Turner, un integrador-promediador para reducir el ruido y un convertidor
analogico digital. La sefal captada de fluorescencia de la muestra es conducida
por una fibra 6ptica multimodo hasta el Espectrometro Avantes (ver capitulo 8). Se
ocuparon en un principio varios elementos de la cavidad del laser de pigmento sin
hacer uso del agitador magnético y sin ajustar los espejos de la cavidad para
producir accion laser.

En este segundo arreglo experimental se re-optimizaron espejos de la cavidad del
laser Nd:YAG, se hicieron ajustes al montaje del generador de arménicos para
mover los cristales y tener la mayor intensidad de salida en el haz a 355 nm (10
mW). Se hicieron mediciones de intensidad de fluorescencia con Cumarina 460,
disuelta en alcohol y con una concentracion de 1.1 mM. La emision maxima de
este pigmento se encuentra a una longitud de onda cercana a la molécula NADH
gue es de 450 nm (sigma). La ventaja de la cumarina es que no se degrada tan
facilmente como el NADH comercial y es mas barato su uso.

La distancia y altura de captacién de fluorescencia fueron variandose a partir de la
intensidad de los espectros mostrados por el software del Avantes. En estas
mediciones se colocé un trozo de papel albanene en la fibra Optica con el
propésito de no dafiar los fotodectores del espectrometro Avantes (ver Figura
10.7). La Figura 10.6 muestra la configuracion final de este segundo arreglo.
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Arreglo experimental

\2 (paracumarina)

9.7 cm de altura

Distancia: 20 cm

Laser Nd:YAG.

Espejos de 45°.

Lente cilindrica.

Celda de cuarzo.
Espejo posterior.

Lente de sintonizacion.
Rejilla de difraccion
Montura de la fibra
optica.

9. Espectrometro Avantes.
10. Computadora.

11. Fibra optica.

12. Cable USB

B e G0 R G B e

Figura 10.6. Las flechas de color azul claro que salen del laser Nd:YAG son
del haz 355 nm que inciden sobre la cavidad. Las flechas de color azul que
salen de la celda de cuarzo y que entran a la montura de la fibra 6ptica
pertenecen a la fluorescencia de la cumarina.
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fluorescencia

Figura 10.7. Fotografia del arreglo para obtencion de muestras de
cumarina. La montura que sostiene la fibra Optica, tiene papel albanene con
el fin de proteger el detector del espectrometro Avantes.

Los espectros de fluorescencia que se obtuvieron con este arreglo, muestran que
la fluorescencia emitida tiene una gran variabilidad en la intensidad, debida a la
fuente de excitacion (Nd:YAG). A continuacién se muestran dichos espectros.
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Espectro de Cumarina 460
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Figura 10.8. El numero total de espectros son 58 obtenidos cada 30

segundos, con una intensidad maxima en 455 nm, sin embargo como se ve

en la Figura hay una gran variabilidad en la intensidad en cada una de las

muestras.

A pesar de la variabilidad de la intensidad se prosiguié con las mediciones,
ocupandose una menor cantidad de cumarina 460 disuelta en alcohol, ya que las
cantidades fisiologicas del NADH in vitro reportadas en algunos articulos en
estado de normoxia y anoxia son de 5 uM y de 50 uM respectivamente.
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Intensidad de fluorescencia (U .A.)

Espectros de cumarina 460 con una concentracion de 30 uM

Longitud de onda(nm)

Figura 10.9. Los espectros se obtuvieron cada 15 segundos, siendo un total
de 21 espectros para la cumarina 460 a una concentracion de 50 uM. La
maxima intensidad cercana a 1200 u.a.
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Espectros de cumarina 460 con una concentracion de 30 ul
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Figura 10.10. Los espectros se obtuvieron cada 15 segundos, siendo un
total de 21 espectros para la cumarina 460 a una concentracion de 5 uM. La
maxima intensidad de 346 u.a. que es un 70% menor a la concentracion de
50 uM.

Estos resultados suponian que el segundo arreglo experimental era capaz de
poder medir la fluorescencia del NADH en células, por lo que se pidieron células
Beta al laboratorio de biofisica. Sin embargo las necesidades de captar la sefial de
fluorescencia del NADH en células, llevd a modificar el arreglo experimental
nuevamente. A continuacion se describe el tercer sistema de medicion.
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10.4 Tercer Arreglo experimental.

El tercer arreglo necesitdé remover algunos elementos O6pticos del laser de
pigmento que no contribuian a mejorar la intensidad de fluorescencia, como es el
caso del espejo de sintonizacion, espejo trasero, rejilla de difraccion y la lente
cilindrica, dejandose solo el soporte de la muestra.

El sistema de medicién ocupd un colimador con el fin de tener un haz de rayos
paralelos a la entrada del espectrometro Avantes, ademas de conseguir una
mayor captacion de fluorescencia. También se utilizd un filtro de luz ultravioleta
para disminuir la cantidad del laser reflejado por la muestra. La tabla de abajo
muestra las caracteristicas de los elementos antes dichos.

Caracteristica del filtro y del colimador

Filtro UV Filtro de la sefial en ultravioleta. Marca uvex.

Colimador Colimador de la serie LC-22, con rango de 380-2200

nm, con apertura de 2.2 cm, y 3.175 cm dentro del
alojamiento de aluminio.

Tabla 10.10

En esta nueva configuracion del arreglo experimental, se midi6 NADH de células
Beta (provenientes de un cultivo celular, centrifugandose y suspendiéndolas en
PBS) y de células mononucleares (obtenidas del protocolo del capitulo 8), en
estas mediciones no se llevé a cabo conteo celular.

Con los nuevos elementos introducidos se busco fluorescencia dentro del rango
de 400- 500 nm, a partir de esto se obtuvo la siguiente configuracion:
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Tercer Arreglo

&experimental

9.7 cm de altura

\

\ 10

Laser Nd:YAG.
Espejos de 45",
Lente cilindrica.
Celda de cuarzo.
Filtro pasa-bajas.
Montura de la fibra
optica.

Colimador.

8. Espectrometro Avantes.
9. Computadora.

10. Fibra optica.

11. Cable USB.

SRR

Figura 10.11. Nuevo arreglo experimental para la obtencion de espectros de
NADH de células mononucleares y beta. El arreglo experimental mostré
tener sensibilidad a las longitudes de onda donde se encuentra la
fluorescencia del NADH. La distancia entre el colimador y la muestra es

pequefa (los elementos estan en contacto).

Los espectros del NADH de células Beta mostraron una intensidad menor a la
presentada en los de cumarina con concentraciones de 5 uM y 50 uM, a pesar de
haberse encontrado una posicion Optima para la intensidad de fluorescencia con
cumarina. El primer espectro promedio muestra las primeras mediciones obtenidas
por el arreglo (ver Figura 10.9) y el segundo fue obtenido después de hacer una
re-suspension de células beta(ver Figura 10.10). Los espectros se promediaron a

partir de 7 muestras.
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Intensidad defluorescencia

[Unidades Arbitrarias.)

Espectro promedio de células beta
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Figura 10.12. Espectro de NADH de células beta. Se obtuvieron de un total
de 7 espectros de células Beta. La emision maxima promedio fue de 107.82
u.a. con una longitud de onda promedio en 453. nm. El FWHM es de 81.63

nm.
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Figura 10.13. Segundo espectro promedio de NADH de células beta con
una emisibn maxima en 450 nm. Esta se obtuvo, después de haberse
resuspendido la muestra, 15 minutos después. El FWHM es de 72.27 nm.

A continuacibn se empez6 a medir la fluorescencia del NADH en células
mononucleares. La obtencién de la muestra se llevo a cabo a partir del protocolo
de obtencion de células mononucleares en ratas Wistar (ver capitulo 8). La
medicion fue de ratas maduras de distintas edades (6 meses y 8 meses).
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Espectro promedio de células mononucleares
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Figura 10.14. Espectro promedio del NADH de células mononucleares. La
intensidad maxima es de 122.5 u.a. con una longitud de onda de 444.7 nm.
El FWHM es de 78.8 nm. El nimero promediadas fueron 15. Este espectro
corresponde a una rata de 6 meses de edad.

Se realizd un experimento que fue aumentar la temperatura de la celda de cuarzo,
utilizando una placa peltier, el funcionamiento de esta placa consiste en inducir
una diferencia de voltaje que provoca un flujo de corriente a través de dos placas
semiconductoras unidas por soldaduras. Esta corriente produce una transferencia
de calor desde una union, que se enfria, a otra que se calienta (Senner, 1994). Se
utilizé con la finalidad de observar el efecto de la temperatura en la fluorescencia
del NADH en células mononucleares. El experimento se llevo a cabo con una rata
de 8 meses. Estos espectros muestran un corrimiento en la intensidad maxima.
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Figura 10.15. Segundo espectro promedio de NADH de células

mononucleares. La intensidad maxima es de 184 u.a. con una longitud de
onda de 433 nm. El FWHM es de 77.8 nm.
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Espectro promedio de células mononucleares
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Figura 10.16. Espectros promedio del NADH de células mononucleares al
aumentar la temperatura. El espectro a corresponde a 24 °C (emision
maxima en 432 nm) y FWHM de 77.86 nm., el espectro b corresponde a
una temperatura de 32.3 °C (425 nm) y FWHM de 75.5 nm., el espectro ¢
es 41°C (433 nm)y FWHM de 87.2 nm. y el espectro d a 61 °C (443 nm) y
FWHM de 66.12 nm.

Estos espectros muestran que la temperatura afecta la intensidad de fluorescencia
del NADH de células mononucleares y que hay un corrimiento en la emision
maxima. Ahora bien a pesar de obtener espectros de fluorescencia, se realizé una
nueva re-optimizacion del haz en 355 nm ajustandose espejos de la cavidad del
laser y de la region de los hornos que contienen los cristales generadores de
armonicos. El resultado fue un aumento en la captacion de fluorescencia del
NADH en células mononucleares, ademas de obtener una sefial de fluorescencia
posterior a 500 nm (pensandose que era la fluorescencia del FAD), sin embargo,
esta era una emision en 532 nm del laser Nd:YAG. El espectro se muestra abajo.
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Intensidad de fluorescencia

{Unidades Arbitrarias.)

B0

)

Espectro promedio de células mononucleares

Figura 10.17. Espectro de NADH de células mononucleares con una
emisibn maxima mayor a los anteriores espectros. La intensidad méaxima
es de 337.6 u.a. y su longitud de onda es de 445 nm. El FWHM es de 67.96

nm.

131

| ! ! ! ! . |
; . : . : : .
/ G
y N
L. f 0 Y- .
.'x .\.\l'\.
f LY
.- \ !
| N
- T TR s SR L -
/
.'lfr :
IllI
=i fl-- l. . g |
.lll Il“"\.'
|'ll. .'\
\ |
L y e -
AW
J N\
| . 9 \ a | .-' 5 i i ' |
; At , : .
| = | l | | | |
) 4 IE] o &0 ) 500
Longitud de onda (nm)




Intensidad de fluorescencia
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Figura 10.18. Espectros de NADH de células mononucleares y de la sefial
reflejada del laser en 532 nm con una emisién entre 520 y 540 nm con un

FWHM de 14 nm.

Se evalud el espectro de fluorescencia del NADH en células mononucleares en el
tiempo. La medicion se hizo a lo largo de 29.7 minutos, donde se muestra una
caida en la fluorescencia, esto tal vez a una disminucion no propiamente de la
molécula, sino de una cierta inestabilidad del laser. La Figura 10.19, muestra el
espectro promedio con una emisién maxima en 433 nm.
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Figura 10.19. Grafica en el tiempo de la emisibn maxima de fluorescencia a

lo largo de 29.7 minutos.
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Figura 10.20. Espectro promedio de la medicion hecha a lo largo de 29.7
minutos. La intensidad maxima se encuentra en 433. El FWHM es de 68
nm.

10.5 Cuarto arreglo experimental.

En este arreglo experimental se utilizé un arreglo 2f, remplazandose el colimador
por una lente biconvexa. Esto mejord la captacion de fluorescencia, detectando
mas cantidad de esta en el espectrémetro Avantes. El cuarto arreglo experimental
y ultimo se muestra en el capitulo 8.

A pesar de tener este ultimo arreglo experimental se tenian aun problemas con el
laser Nd:YAG, se sospechaba que aun no se encontraba en una region estable,
debe agregarse que la sefal del laser en 355 nm se perdia, por lo que se reviso, la
estabilidad en el tiempo. El resultado fue la grafica en el tiempo que se hizo a lo
largo de 1.5 horas (figura 10.19), mostrandose un decaimiento en el tiempo. El
sistema de enfriamiento del laser (sistema de enfriamiento por agua) no tuvo la
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capacidad de bajar la temperatura a la recomendada por el fabricante (menor a
19 °C) [Manual de operacion y mantenimiento HY1200, Lumonics] y la sefial del
laser se veia a una frecuencia menor a la del funcionamiento. Se requirié apagar
el laser.

Emision maxima en el tiempo

1400

1000
B00 -1

Intensidad de fluorescencia (u.a.)

0f .
e -
o | | | | | |
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
tiempo (seg.)

Figura 10.22. Intensidad de fluorescencia en el tiempo (aprox. 1.5 hrs), teniendo

una caida mayor después de dos horas.

Después de observar que no habia estabilidad del laser y que en ese momento no
era posible trabajar con el Nd:YAG, se realiz6 nuevamente una optimizacion del
laser, re-alineando el montaje del polarizador-celda pockels. Este elemento es
importante para obtener pulsos de alta intensidad del laser (Manual de operacion y
mantenimiento, HY1200, Lumonics). A continuacion se muestra la serie de pasos
gue se llevaron a cabo para re-alinear este componente:

1) Se monté fuera del laser Nd:YAG un laser rojo (600 nm). El haz se hizo pasar a
través del oscilador y el montaje del polarizador-celda pockels del laser (ver
Figura 10.23) (Manual de operacion y mantenimiento, HY1200, Lumonics)
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2) Se colocaron dos polarizadores a los lados del montaje del polarizador-celda
pockels, un difusor en la entrada de este y una tarjeta blanca en el oscilador
(ver Figura 10.24) [Manual de operacion y mantenimiento, HY1200, Lumonics]

3) Se alined la celda pockels con la intencion de obtener la cruz de malta en la
tarjeta blanca. Se ajustaron los planos horizontal y vertical para tener una cruz
centrada (Figura 10.25). Este ajuste garantiza una correcta alineacion de la
celda pockels. Todo esto se llevd acabd con el laser apagado [Manual de
operacion y mantenimiento, HY1200, Lumonics].

4) Se prendié el laser y se encendio el sistema de la celda pockels midiéndose la
potencia a la salida del oscilador, ajustando el espejo posterior, los espejos de
45° y el telescopio de la intracavidad (ver Figura 10.23) [Manual de operacion y
mantenimiento, HY1200, Lumonics].

5) Una vez teniendo una potencia en la longitud de onda fundamental de 0.5
Watts, con una potencia mayor a las obtenidas en anteriores optimizaciones, se
alineo el haz de salida de la cavidad ajustando los espejos que reflejaran el haz
hacia los hornos que contienen los cristales que triplicaran el haz a 355 nm (ver
Figura 10.23) [Manual de operacién y mantenimiento, HY1200, Lumonics].

6) Se coloco el medidor de potencia a la salida del laser y se ajustaron los hornos
gue contienen a los cristales con intencion de obtener la maxima potencia a la
longitud de 355 nm (Manual de operacion y mantenimiento, HY1200,
Lumonics).

Con estos ajustes se pudo obtener una mejor intensidad de fluorescencia. Se
muestran abajo los diagramas mencionados en la serie de pasos que se llevaron a
cabo para la re-optimizacion del laser (Manual de operacion y mantenimiento,
HY1200, Lumonics).
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7. Hornos (contienen los cristales generadores de armonicos).

1. Oscilador- Amplificador.
2. Polarizador -Celda pockels.
3. Telescopio.

4. Espejo posterior.

5. Espejos452.

6. Segundo amplificador.

8. Separador de longitudes de onda.
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Figura 10.23. Esquema facsimilar del laser que muestra cada una de sus
partes (Manual de operacién y mantenimiento, HY1200, Lumonics).
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Figura 10.24. Esquema gque muestra donde se colocaron los polarizadores
de 45°, la tarjeta blanca y el difusor, para obtener la cruz de malta.

Figura 10.25. Patron de la cruz de malta obtenida con el alineamiento de la
celda pockels.

La dltima optimizacion del laser y el dltimo arreglo experimental permitié obtener
los resultados con células mononucleares de ratas desnutridas y control que se
observan en el capitulo 8, también permiti6 obtener una mayor intensidad de
fluorescencia.
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