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Abstract

Biomarkers in research are important for detecting abnormalities in the human body's biochemical
processes, in the case of diseases such as diabetes, obesity, cancer, among others. Confocal Raman
spectroscopy [CRS] technology allows readings to be taken through translucent materials, which is why
measurements were taken on the human fingernail. CRS allows for the study of biomarkers in biological
samples in vivo, contactlessly, painlessly, and in real time. The CRS consists of a 785 nm Raman laser,
an Ocean-Optics QE65000 spectrometer, a microscope mount, and a 50-micron pinhole optical fiber.
Spectral sampling was performed at different depths, up to 1000 microns, on the fingerprint and nail of
the index finger of a human volunteer. Data was obtained from the underlying tissue of the human index
fingernail.

Assemble the Confocal Perform  the  spectral Perform analysis of the
Raman Spectroscopy reading of the sample spectra obtained to
equipment for reading using the established determine the localized
spectra, using the calibration methodology on  the bands for keratin and
parameters. volunteers' nails. collagen.

Confocal Raman spectroscopy, biomarkers, index finger, in vivo samples, human nail
Resumen

Los biomarcadores en el ambito de la investigacion son importantes para la deteccion anomalias en los
procesos bioquimicos del cuerpo humano, para el caso de enfermedades como la diabetes, la obesidad,
el cancer, entre otras. La Tecnologia de espectroscopia Raman Confocal [ERC] permite tomar lecturas a
través de materiales traslucidos lo que motivo a medir sobre la ufia humana. La ERC permite estudiar
biomarcadores en muestras biologicas in-vivo, sin contacto, sin dolor, y en tiempo real. E1 ERC, consta
de un equipo laser Raman a 785 nm, un espectroémetro QE65000 de Ocean-Optics, una montura tipo
microscopio, y una fibra dptica como pin-hole de 50 micras. El muestreo espectral se realiz6 a diferentes
profundidades, hasta 1000 micras, en la huella y ufia del dedo indice de un voluntario humano. Se
obtuvieron datos del tejido subyacente de la ufia del dedo indice humano.

Ensamblar el equipo de Realizar la lectura de Realizar el analisis de los
Espectroscopia Raman espectros a la muestra espectros obtenidos para
Confocal para la lectura de con la metodologia determinar las bandas
espectros, utilizando los establecida en la ufa de localizadas para queratina
parametros de calibracion. los voluntarios. y colageno.

Espectroscopia Raman Confocal, biomarcadores, dedo indice, muestras in-vivo, ufia humana
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Introduccion

La piel y la ufa humanas se conforman principalmente de queratina y de coldgeno respectivamente,
igualmente el cabello estd conformado por 90% de queratina, asi como la capa externa de la piel hasta
en un 80 %. La capa interna de la piel es la dermis, que se constituye ademds de colageno, de elastina
que es otra cadena peptidica que le proporcionan la elasticidad y estructura. La melanina es otra proteina
presente en la epidermis que es responsable de la pigmentacion de la piel [Wortsman, 2018]. En el
presente trabajo se expone un andlisis espectral cualitativo para la distribucion y concentracion de
coldgeno y queratina, en la ufia del dedo indice.

Las proteinas tienen cierta estructura caracteristicas, debido a los enlaces quimicos entre las
cadenas peptidicas que las conforman, estos son del tipo, puentes de hidrégeno, puente sulfuro, también
el tipo de enlace que conecta los aminoacidos se denominan grupos Amida, que el grupo amida tipo |
aplica para la queratina y el colageno, entre otras proteinas que se encuentran en la piel. Por tanto, no es
viable identificar las proteinas con puentes tipo Amida I, dado que la sefial Raman esta superpuesta por
el origen comun del rango espectral. Sin embargo, para este estudio se analizan las bandas espectrales de
935 cm™! que corresponde a el enlace estructural carbon-carbon C-C, que son caracteristicos del colageno
[Martinez et al., 2019] y la banda 1450 cm™ que corresponde a los enlaces -CHa, caracteristicos de la
queratina [Essendoubi et al., 2019]. Los espectros Raman de la queratina y colageno tiene muchas mas
bandas espectrales, incluso que son compartidas como el grupo amida I , que se sabe también es comun
en otros tipos de proteinas. La melanina comparte las bandas espectrales descritas anteriormente, no asi
el tipo amida I, sin embargo, esta proteina solo estd presente en la epidermis y su banda caracteristicas
son 1368 cm™ y 1572 cm™ [Huang et al., 2004], que no influyen en las bandas estudiadas.

La Espectroscopia Raman [ER] en general se emplea para el estudio de muestras in-vivo, como
in-vitro y ex-vivo. Con el fin de interpretar el comportamiento bioquimico del sistema humano, como es
el caso del analisis de lunares in-vivo mediante el analisis de la melanina [Huang et al., 2004]. El anélisis
de células bronquiales sanas y con diagnostico de cancer para analizar concentraciones de glucosa y
fructuosa, en células in-vitro, . Estudio de la degradacion del cartilago utilizando muestras ex-vivo, con
el fin de contribuir al diagndstico de la osteoartritis [ Gaifulina et al., 2021]. También en un trabajo previo
para la determinacion de glucosa en muestras in vivo [Flores et al., 2015].

La metodologia Raman, abre un panorama extenso para el diagnostico de enfermedades, asi
también para la caracterizacion de materiales inertes, es una herramienta versatil, para la obtencion de
datos, no es invasivo ni destructivo, y requiere de segundos para la toma de espectros. Con un analisis
cualitativo es posible dar una interpretacion temprana, con el debido conocimiento de la muestra que se
esta estudiando.

La Espectroscopia Raman [ER] es una técnica que permite obtener informacion molecular de un
material, en estado sélido, liquido o gas, ya sea organico o inorganico. Realizar un analisis ER significa
hacer incidir un haz de luz monocromadtico sobre una muestra, recolectar la luz dispersada con el
espectrometro. El haz de luz interactia con la estructura molecular que constituyen la muestra,
provocando cambios del estado vibracional que conlleva a cambios en la frecuencia de la luz dispersadas.
La seccion de haz de luz dispersada que contiene la informacion Raman se conoce como dispersion
inelastica. La importancia para analizar materiales o sustancias es que los pequefios cambios de
frecuencia son propios ¢ individuales para cada material [Smith & Dent, 2005].

Espectroscopia Raman

El haz de luz monocromatica incide sobre la muestra, dependiendo del estado de la muestra pueden existir
reflexion, transmision, absorcion y dispersion. La dispersion puede ser eldstica o inelastica. Es la
dispersion inelastica la que contiene la informacion para ER.

Un haz de luz es un conjunto de fotones, los fotones tienen energia de acuerdo con el valor de su
frecuencia E = hv [donde h es la constante de Plank], los fotones interaccionan con la estructura
molecular de la muestra provocando cambios vibraciones, la energia de un foton absorbido suministra
dicha energia para pasar a un nivel mayor energético que se denomina excitacion [Drake, 2023]. Al
perder la excitacion la molécula desprende un foton con una frecuencia relativamente diferente a del haz
de luz incidente.
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Estando una molécula en su estado base, un foton incide y es absorbido, lo que excita la molécula
en forma inelastica a un nivel mayor de energia virtual. Posteriormente, retrocede a un nivel de energia
entre el nivel virtual y al estado base, lo que se conoce a Raman Stokes, liberando un foton con frecuencia
y energia ligeramente diferente al haz incidente. Si retorna del nivel virtual al estado base, se denomina
dispersion Rayleigh. En cambio, si inicialmente la molécula no se encuentra en el estado base, al pasar
al estado excitado y retorna al estado base se denomina dispersion Anti-stokes.

Los cambios en Raman dependen de la frecuencia natural de vibracion. La frecuencia depende de
la masa de la molécula. Para molécula pesada, tiene longitud de onda largo, baja frecuencia y energia.
Para molécula ligera, tiene longitud de onda corta, frecuencia y energia elevada. Las Moléculas
complejas tienen mayor nimero de modos de vibracion. Cada molécula tiene su propia frecuencia
natural. El espectro Raman es una huella digital de las moléculas [Smith & Dent, 2005].

Anatomia de ufia y piel

Las muestras de espectro se realizan sobre la huella y sobre la ufia del dedo indice. La epidermis es un
estrato celular compacto que mide 120-200 um, con diferencias regionales segin funcion de la piel. La
dermis es entre 15 a 40 veces mas gruesa que la epidermis. La ufa tiene un grosor entre 500 y 600 um.
En el presente trabajo se estdn haciendo lecturas desde la superficie hasta 10 pasos internos de 127 um,
es decir hasta 1270 pm al interior de la huella y ufia [Conejo-Mir et al., 2018]. Ver figura 1 y 2.

— Epidermis

— Hipodermis

Figura 1

Anatomia de la piel.
Fuente [Manual de Dermatologia, ISBN: 978-84-7885-627-5]
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Anatomia de la una
Fuente [Manual de Dermatologia, ISBN: 978-84-7885-627-5]
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Resultados

La calidad de los espectros se interpreta cualitativamente, analizando la tendencia de las bandas a un
decaimiento exponencial de la intensidad conforme la profundidad de muestreo aumenta. El voluntario
debe permanecer inmdvil para que las lecturas sean consistentes y conserven la tendencia de atenuacion
suave. Un punto importante en la calidad de los espectros, debido a las distintas capas de la piel o de la
ufia que se comporta como un medio, no homogéneo y por ende con distintos indices de refraccion en el
camino optico de los fotones con informacion Raman que viajan desde la muestra en direccion al
detector.

Los espectros obtenidos son consistentes y reproducibles lo que permite tener una base sélida
para realizar un primer analisis cualitativo, asi como una base de datos confiable. En la Figura 3, se
presentan los espectros obtenidos para ufia del voluntario V1 Figura 3a y del voluntario V2D Figura 3b,
que tiene diagnostico de diabetes tipo 2 controlado.

Los espectros de ufia permiten realizar un analisis rapido, que con los espectros de huella no es
posible, debido a la fluorescencia por la humectacion de la piel. Los espectros de ufia se recortan en las
bandas caracteristicas para la queratina y colageno. En este sentido los espectros de ufia son mas claros
dado que la uia esta conformada por queratina en un 80%, lo que al tomar lecturas a profundidad mas
alla del grosor de la ufia permite tomar lecturas del coldgeno que conforma la piel por debajo de la ufia.
El ensamble optico utilizado que estd publicado en el trabajo previo, [Urrieta et al., 2025], en el cual se
detallan las caracteristicas del ensamble del equipo y la metodologia para la toma de muestras.

El presente capitulo muestra los resultados obtenidos respecto a las bandas de queratina y
colageno las proteinas constituyentes mas importantes de la ufia y de la piel humana.
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Figura 3
Espectros obtenidos de dos voluntarios, sin procesar, a] espectros de ufia de
voluntario V1 b] espectros de uiia de voluntario V2D.

La banda de 1450 cm™! para la queratina, se analiz6 cualitativamente a través de la determinacion
de los puntos maximos, para determinar su evolucion conforme la profundidad de lectura aumenta. En
la Figura 4, en la ufia se tiene espectros més definidos en la banda de 1450 cm™. Los maximos si estdn
muy definidos y son coincidentes para realizar el analisis, que con el espectro de huella no es posible.
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Figura 4
Banda 1450 cm™ de los espectros obtenidos de dos voluntarios a]
espectros de ufia de voluntario V1 b] espectros de ufia de voluntario V2D.
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La banda de 935 cm™!, para el coldgeno, se analiz6 cualitativamente a través de la determinacion
de los puntos maximos, para determinar su evolucion conforme la profundidad de lectura aumenta. En
la Figura 5, en la ufia del voluntario V1 se tiene espectros definidos. Para el caso de la figura V2D, los
espectros se observan con un poco de ruido, sin embargo, es posible realizar el analisis de atenuacion.

Esto se puede deber a que la ufia diabética tiene pérdidas en su estructura debido a la
descalcificacion.
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Figura 5

Banda 935 cm’' de los espectros obtenidos de dos voluntarios a]
espectros de ufia de voluntario V1 b] espectros de ufia de voluntario
V2D.
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Fuente [Autoria propia]
Analisis

En el andlisis de atenuacion, se generaron 2 graficas donde se muestra la intensidad de las bandas
conforme la profundidad de lectura aumenta, por tanto, se espera de una caida de intensidad debido al
camino oOptico de los fotones hacia el detector, perdiendo intensidad debido al recorrido a través de la
piel y de la ufia. Para la banda de 1450 cm™, en la Figura 6a, hay puntos de inflexion a 400 y 800 micras,
lo que sugiere que son las transiciones de las capas de la ufia para el caso de V2D, en cambio para la uia
V1 las transiciones son las mismas, pero sin el aumento de intensidades intermedias. Aproximadamente
el grosor de la uia es de 400 micras. Se puede inferir que la calidad de la ufia diabética es baja y eso
permite que la sefal Raman no pierda intensidad, por eso es observable un aparente aumento de
intensidad entre transiciones. Para la ufia V1 la atenuacion es uniforme.

En la banda 935 cm™!, en la Figura 6b, se observa que las intensidades son mucho menores, sin
embargo, hay una tendencia rapida en la caida de intensidad hasta los 500 a 600 micras, dado que esta
banda es caracteristica del coldgeno que la ufia no tiene, se observa un aumento de intensidad a partir de
ese punto de inflexion. Para el caso de la ufia diabética el aumento es menor, pero es posible visualizar
las transiciones.
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Figura 6

Graficas de atenuacion de los espectros obtenidos de dos voluntarios a] para
la banda de 1450 cm™!, caracteristica de queratina b] para la banda de 935
cm’!, caracteristica de colageno.

Fuente [Autoria propia]

Conclusiones

La espectroscopia Raman confocal permite obtener los espectros para distintas profundidades, donde es
claro que existe informacion, que es posible analizar con simple andlisis cualitativo. Lo cual es util para
el estudio de biomarcadores.

El conjunto de espectros Raman obtenidos, son consistentes, reproducibles e intrinsecos, por
tanto, es viable obtener las correlaciones de la diversidad de componentes moleculares [biomarcadores],

con las condiciones fisioldgicas y patoldgicas humanas.

El analisis de atenuacion permite correlacionar los puntos de transicion con el grosor de las
distintas capas de la ufia y de la piel.

Se reduce el tiempo de integracion y potencia a través del sistema confocal, que con sistemas de
espectroscopia Raman estandar. Permitiendo con ello potencias muy por debajo de la norma
internacional ANSI [100 mW]. En nuestro caso, con potencia de 25 mW, y tiempos de integracion de 25
segundos se obtienen espectros de buena calidad espectral.

Para el caso de los espectros de la ufia se pudo observar deconvolucién de las bandas de 1450 cm”
',y 935 cm™!, que es de suma importancia, dado que se obtiene informacion directamente del muestreo
sin necesidad de realizar aproximaciones mediante analisis numérico. Lo cual permite realizar analisis
para trabajos futuros sobre otras bandas importantes de la ufia y de la piel humanas para identificacion
de biomarcadores.
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