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RESUMEN

La Espectroscopia Fotoacuistica (EFA), ha destacado de entre las técnicas fototérmicas por su versatilidad para la
caracterizacion de diversos tipos de muestras, incluyendo las de tipo biolégicas. En este estudio, se compararon y
analizaron mediante EFA, las diferencias entre los espectros de absorcion 6pticos de sangre de ratas macho Fisher
en tres casos, control (ratas sanas), con dano hepatico, y con dafio hepatico tratadas con Curcuma longa. Los resul-
tados experimentales demostraron diferencias en los espectros de absorcion 6pticos de cada caso analizado, por lo
que EFA se propondria como una técnica complementaria, no convencional para el estudio del efecto de la Curcuma
longa en dafio hepatico inducido en modelo animal.
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ABSTRACT
Photoacoustic Spectroscopy (PAS) stand outs among Photothermal techniques due to its versatility for the charac-
terization of different types of materials, including biological samples. In this study, were compared and analyzed
by PAS, the differences between the optical absorption spectra of blood of male Fisher rats, in three cases, control
(healthy rats), liver damage and liver damage treated with Curcuma longa. The experimental results show differenc-
es in the optical absorption spectra of each analysed case, therefore PAS would be proposed as a non conventional
complementary technique, to study the effect of Curcuma longa in induced liver damage for an animal model.
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INTRODUCCION

El cancer es la principal causa de muerte a escala
mundial, de entre los cuales, destaca el cancer hepa-
tico con 745, 000 defunciones al afio, situandose como
el quinto cancer mas comtn en hombres y el noveno
cancer mas comun en las mujeres, ademas es conside-
rado como la segunda causa mas comiin de muerte por
cancer en el mundo y es en gran medida un problema
de las regiones menos desarrolladas, en México, el
cancer de higado se encuentra entre los primeros 7
lugares de mayor incidencia ™. En los ultimos afos, se
han estudiado distintos tipos de alimentos con el pro-
posito de conocer sus bondades médicas, como ele-
mentos antioxidantes y antiinflamatorios, que ayuden
a la prevencion y disminucion de distintos tipos de
canceres o enfermedades crénicas, como es el caso de
la Curcuma longa, la cual es una raiz de origen Hinda
1 dicha raiz posee propiedades altamente desinfla-
mantes, antioxidantes y antitumorales 345 ¢ u y o
elemento activo:, la curcumina !, produce efectos
anti-inflamatorios, analgésicos, antialérgicos, citot6-
xicos, hepatoprotectores, etc. 7. Ademas debido a sus
propiedades nutritivas (fuente de vitaminas B6 y fibra,
ademas de altas concentraciones de magnesio, potasio
y hierro) ©, podria mejorar el estado de la sangre, de
esta manera se pudiera manifestar en cambios en los
espectros de absorcion optico lo cual, fue el objetivo de
la presente investigacion empleando un modelo ani-
mal. Por otro lado, a lo largo de los anos, la
Espectroscopia Fotoacustica (EFA), ha mostrado su
potencial en las areas biomédicas 9!, debido a que es
una técnica no destructiva que requiere una pequena
cantidad de la sustancia en estudio y que factores opti-
cos que limitan la espectroscopia en materiales biolo-
gicos, tales como la dispersion de la luz, no son impe-
dimento en la EFA para la investigacion optica de
dichas muestras. La validacién de la técnica de EFA al
compararla con otras técnicas convencionales como es
el caso de espectroscopia UV-Vis se ha realizado en
otros estudios, de tal manera los datos obtenidos
serian inversos a los obtenidos en reflectancia para

muestras opacas ", Dentro de las ventajas que pre-
senta la EFA se encuentra que la transmitancia y dis-
persion de la luz incidente a través de la muestra ana-
lizada no limita su aplicacién al estudio de propieda-
des opticas en el area biologica. Los espectros obteni-
dos por la EFA, pueden ser ttiles en investigaciones
cualitativas dentro del area biomédica. Una aplicacion
de la EFA ha consistido en comparar informacion de
propiedades de fluidos corporales anormales con res-
pecto a fluidos corporales sanos, ya que mediante la
teoria del efecto fotoactustico desarrollada por
Rosencwaig y Gersho en 1976 ', se han caracterizado
diversos tipos de muestras biologicas > 3!, como es el
caso de la sangre, caracterizada por Soret en 1883 [4;
y observandose cierta relacion entre la absorcion de las
razones de los picos caracteristicos de la sangre y/f y
v/o y1a cantidad de hemoglobina en ella !5, también se
ha estudiado con EFA los espectros de absorcion 6pti-
cos de la sangre de pacientes con anemia y leucemia
observandose variaciones entre las intensidades de los
picos de absorcion debidas a las diferencias de concen-
tracion de hemoglobina ¢!,

Por otro lado, es posible utilizar la EFA para caracteri-
zar alteraciones en el tejido hematico ocasionadas por
sustancias toxicas. Para probar dicha propuesta se
empled el modelo del hepatocito resistente modificado
(MHRM), el cual emplea al N- dietilnitrosamina (DEN)
como iniciador el primer dia (D1), seguido de tres dosis
del 2-acetilaminofluoreno (2-AAF) como inhibidor
celular los dias 7, 8 y 9. Finalmente, al dia 10 se realiza
una hepatectomia al 70% (Hx) como estimulo potente
de liberacién de factores de crecimiento para la hiper-
trofia hepatica "7,

METODOLOGIA
Se utilizaron 18 ratas macho de la cepa Fisher 344, las
cuales fueron mantenidas en condiciones ambientales
controladas (temperatura de 21 + 2 °C, humedad rela-
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tiva del 40-60 %, ciclos de luz:obscuridad de 12:12 h).
Los animales fueron alimentados con una dieta balan-
ceada (Purina Rat Chow 5001) y agua ad libitum, los
cuales fueron divididos en 3 grupos de 6 ratas respec-
tivamente:

»  Grupo 1): Grupo control, recibié los vehiculos y el
tratamiento quirirgico sin hepatectomia.

» Grupo 2): Grupo de dafo hepatico, empleando el
MHRM, se induce administrando el DEN 200 mg/
Kgip (D1), el 2-AAF 20 mg/Kg/d ig (D7-9) y la Hx
(D10).

» Grupo 3): Grupo de dafo hepatico, empleado el
MHRM, con una dosis de circuma de 100 mg/Kg
30 min antes y 30 min posteriores a la adminis-
tracion del DEN. Al administrar el DEN se inicia
una etapa de estrés oxidativo, por lo tanto, al
administrar la crcuma antes y después del DEN,
se genera una respuesta en contra de este estrés
debido al efecto antioxidante de dicha raiz.

La circuma empleada fue de tipo comercial. La Hx se
realizo previa anestesia con éter etilico. Al D25 los
animales fueron sacrificados por decapitacion y se
recolect6 la sangre en tubos con EDTA como anticoa-
gulante. Posteriormente, se analizaron 60 ml de san-
gre mediante EFA, en un rango de longitud de onda de
350-650 nm.

Montaje experimental del espectrometro
fotoaciustico
La obtencion del espectro de absorcion optico de las
muestras de sangre se hizo mediante la técnica de
espectroscopia fotoactustica. Al tratarse de una mues-
tra 6pticamente opaca, se utilizé la configuracion de

celda fotoactstica cerrada, de un espectrometro fotoa-
clistico montado en el Departamento de Fisica del
CINVESTAV-IPN, el cual consta de: una lampara de
xenoéon como fuente de haz de luz, un monocromador
para la seleccion de diferentes longitudes de onda pro-
venientes de la lampara, un cortador 6ptico mecanico
para modular la luz monocromatica a frecuencia fija de
17 Hz, una fibra optica la cual guia la luz monocroma-
tica y modulada hacia la celda fotoactustica cerrada.
Dentro de la celda fotoactstica, se encuentra un micro-
fono de electreto, el cual capta las variaciones de pre-
sion en ella producidas por el efecto fotoacistico en la
muestra 'Y, La onda sonora captada por el micréfono
es convertida en una sefial eléctrica por este sensor,
amplificada y enviada a un amplificador Lock-in.
Finalmente, la sefial fotoactustica (SF) es procesada y
almacenada por una PC (Ver Figura 1).
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FIGURA 1. Montaje experimental del espectrometro foto-
acustico (Figura adaptada de Ref. ['81),

Los 60 ml de sangre fueron colocados dentro de la
celda fotoacustica, y sellada herméticamente con grasa
de vacio por una ventana de vidrio en la parte inferior,
y una ventana de cuarzo en la parte superior donde
incide la luz. Se llevaron a cabo dos repeticiones de las
muestras analizadas de sangre de cada grupo (1, 2, 3).

Al tratarse de muestras de sangre, se espera observar
los picos caracteristicos de absorcion de la sangre a, p,
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y alrededor de 575 nm, 540 nm y 412 nm respectiva-
mente, este Gltimo pico corresponde a la banda de
Soret 041,

RESULTADOS Y DISCUSION

Los picos de absorcion o, B y y se deben a la presencia
de distintos anillos fenélicos presentes en la muestra
analizada, particularmente, el pico y se atribuye a una
transicion permitida = - desde una region remota del
atomo de hierro. Los picos o y B, menos intensos que el
v, son debidos a transiciones electrénicas asociadas
con la interaccion de transferencia de carga de los orbi-
tales del atomo de hierro con los estados ligados ',

Los espectros de absorcion 6pticos que se muestran
en la Figura 2, revelan que para el Grupo 2, los picos a,
B v 7y, tienen una menor absorcion comparada con los
espectros de los Grupos 1 y 3, ademas para estos dos
grupos anteriores, los valores de las razones de los
picos de absorcién y/B y y/a, son aproximadamente
iguales y de menor magnitud (Ver Tabla 1), lo cual
indicaria una mayor concentracion de hemoglobina en
la sangre 04,
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FIGURA 2. Comparacion de los espectros de absorcion opti-
cos de los diferentes tipos de sangre analizados mediante
EFA.

Los espectros obtenidos en este trabajo, muestran
diferencias entre el grupo de dafio hepatico empleando
el MHRM, con los grupos control y el de dafno hepatico
al que se le administré circuma. Hasta el momento,
con la EFA se mostro que el grupo con dano hepatico
tiene un espectro de absorcion optico diferente al con-
trol. No obstante es necesario de diversas pruebas
quimicas para poder identificar los componentes de la
sangre que modifican dicho patrén. Sin embargo, se
muestra que la clircuma tiene un efecto protector
debido a que el espectro de absorcién optico de la san-
gre de los animales con dafio hepatico, que recibieron
dicho antioxidante, se asemeja a la absorciéon del
espectro correspondiente al grupo control. Se sabe,
que la ctircuma contiene compuestos fenoélicos como
flavonoides 3! los cuales poseen capacidad antioxi-
dante al neutralizar las especies de oxigeno y nitro-
geno reactivas ocasionadas por las alteraciones celula-
res inducidas por el DEN y el 2-AAF. Otro tipo de estu-
dio fue el realizado en el afio 2014, donde se comparo
la absorcion de glucosa en ratas con ingesta de
Carcuma, con ratas sin ingesta de carcuma (control),
reportando que la Curcuma longa disminuye el nivel de
absorcion de glucosa en el intestino, reduciendo asi, el
nivel de glucosa en la sangre, por lo que se sefala en
este articulo, que existe una variacion de componentes
en la sangre debido a la ingesta de la Carcuma 19,

CONCLUSIONES

Los resultados mostrados en este trabajo, revelan que
mediante EFA, es posible observar el potencial antioxi-
dante de la Curcuma longa a través del cambio en el
espectro de absorcion optico en la sangre, debido a un
dano hepatico, colocando a la EFA como una técnica
atil y de bajo costo para diversos estudios en el area
biomédica.

Al comparar los 3 grupos evaluados, se observa una
tendencia de comportamiento favorable debido al con-
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sumo de Clircuma, como se observa en la Tabla I en la
razon de los picos y/B y y/a, sin embargo, en el analisis
de varianza con la prueba de diferencias minimas sig-
nificativas, no se encontraron diferencias estadistica-
mente significativas para una probabilidad de error del
5%.

TABLA1.PICOS a, B, y Y RAZONES DE LOS PICOS y/B, y/o.

Picos
Descripcion caracteristicos Grupol Grupo2 Grupo3
de la sangre
o 579 571 584
A (nm) B 546 537 546
% 417 420 418
Absorcién Optica o 0017 0014 0024
(u. a.)
B 0.019 0.015 0.027
% 0.045 0.056 0.050
v/B 2.368 3.733 1.852
y/o 2.647 4 2.083
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