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Resumen

En este trabajo se propone un método alternativo para una de las
pruebas de laboratorio clinico frecuentemente solicitada para diagndstico
médico, la Velocidad de Sedimentacion Globular (VSG). En este estudio piloto
se obtienen las velocidades de sedimentacién eritrocitaria a través de dos
métodos ejecutados simultdneamente: Método Visual (MV) y Método
Fotoacustico (MF), para cuatro grupos de sangre entera humana, clasificada
como: Sana, Anemia Hemolitica y Dislipidemia de grado 3 + y 4 +. Los grupos
fueron clasificados de acuerdo con la valoracion clinica y en el caso de las
dislipidemias segun lo valorado por el observador.

En el Método Visual, nombrado asi en este trabajo (donde se midid el
tiempo transcurrido y la distancia recorrida por la interfaz plasma-eritrocito
durante su descenso dentro de una celda) se analizé estadisticamente la VSG
para cada grupo, encontrando diferencias significativas entre ellos. En el
Método Fotoacustico, se emplea la Técnica Fotoacustica (TFA) pulsada, para
obtener la VSG a través del analisis de la amplitud de las seinales eléctricas
correspondientes a un monitoreo de la sangre en funcién del tiempo de
sedimentacién eritrocitaria. Esto se realizd utilizando un laser pulsado Nd-YAG
con una longitud de onda de 532 nm y un sensor piezoeléctrico PVDF. A través
del Método Fotoacustico se obtuvieron las curvas relacionadas con este
fendmeno (curvas sigmoideas caracteristicas de cada grupo de sangre), asi
como también los tiempos asociados a las tres etapas de la sedimentacién
eritrocitaria: 1) fase de agregaciéon, 2) fase de precipitacion y 3) fase de
empaquetamiento.

El método propuesto permite distinguir diferencias entre un mismo
grupo de pacientes debido al tamafio, forma y distribucién de los eritrocitos,
asi como discriminar si la VSG es un parametro relevante o no en las
dislipidemias. Este trabajo busca contribuir en el area clinica para el estudio
de la sangre usando técnicas alternativas que permitan disefiar en un futuro
dispositivos para el diagndstico médico claro y oportuno.
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Introduccion

En su afan por descubrir nuevas formas de transmitir el sonido,
Alexander Graham Bell se encontrd con el efecto fotoactstico. El not6 que al
iluminar una muestra con radiacion modulada en una camara cerrada, era
posible detectar ondas de sonido. Sin embargo, en aquella época este
descubrimiento no tomdé mayor importancia debido a que no se disponia de
fuentes luminosas monocromaticas intensas, ni detectores apropiados, y
mucho menos del marco teérico por medio del cual relacionar el fendmeno
fisico a propiedades involucradas de la materia [1]. El gran resurgimiento se
dio hasta la década de 1970, cuando Rosencwaig y Gersho desarrollaron una
teoria para explicar este fendmeno fisico a partir de la solucion de las
ecuaciones diferenciales de difusién de calor en los diferentes medios
involucrados, denominado modelo de Rosencwaig-Gersho [2].

El efecto fotoacustico es la base de la Técnica Fotoacustica (TFA), y
consiste basicamente en la absorcién de la radiacién luminosa pulsada o
modulada que incide sobre una muestra. Esta incidencia de luz genera un
aumento de temperatura en la muestra siguiendo la frecuencia de modulacién
de la luz, la cual se expande y contrae con esa periodicidad, produciendo ondas
acusticas o de presidn que se propagan hasta ser detectadas por un sensor de
vibracion [3]. De manera literal, se puede decir que escuchando la luz se
pueden medir diferentes propiedades épticas y térmicas de los materiales, por
lo que la TFA tiene una gran cantidad de aplicaciones en el campo de la
medicina, y actualmente esta experimentando un crecimiento explosivo en
areas de investigacion que abarcan desde los campos del cancer,
enfermedades cardiovasculares, neuroimagen, oftalmologia, inmunologia,
diabetes, obesidad, trafico celular, hasta otras varias funciones bioldgicas [4].

La TFA pulsada tiene ciertas ventajas sobre otras técnicas, ya que
detecta ondas de presidon, particularmente ultrasonido, que sufre menor
dispersion y atenuacidon en comparacion con la luz. Puede ser aplicada al
estudio de muestras bioldgicas, material opaco, sustancias liquidas o
gaseosas, soluciones con concentraciones bajas o demasiado elevadas de
soluto. En el caso de una muestra espesa y muy opaca como la sangre entera,
es ventajoso utilizar la TFA pulsada, pues para su estudio no se requiere el uso
de energia ionizante, y ademas no se modifica a la muestra por los efectos
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térmicos, lo cual es de suma importancia para no causar dafio a las células
sanguineas.

La sangre entera es un fluido corporal liguido mas denso y viscoso que
el agua. Dada su composicién y funciones es caracteristica de cada persona.
Se compone principalmente del plasma sanguineo, que es un medio acuoso
que contiene sustancias disueltas, y los elementos corpusculares, compuestos
por células y fragmentos celulares. En porcentaje, la sangre entera esta
constituida aproximadamente en un 45 % por elementos corpusculares y en un
55% por plasma sanguineo. Por lo general, mas del 99 % de los elementos
corpusculares son células conocidas como eritrocitos, y menos del 1% del
volumen sanguineo total corresponde a los leucocitos y plaquetas [5]. Las
enfermedades hematoldgicas son producidas por alteracion genética, falta de
algun mineral o vitamina en la alimentacién o baja produccién de anticuerpos.
Debido a esto existen diferentes pruebas para el estudio de la sangre, lo cual
es importante y necesario para el diagndstico, tratamiento y prevencién de
enfermedades.

La Velocidad de Sedimentacion Globular (VSG) es una prueba
frecuentemente solicitada al laboratorio clinico para diagnoéstico médico, que
mide la sedimentacién de los eritrocitos en el plasma de la sangre entera
anticoagulada durante un periodo de tiempo, y se determina a partir de un
método estandarizado sencillo utilizando un equipo simple. Sin embargo, no
es una prueba especifica que pueda ser usada para detectar un amplio rango
de enfermedades, debido a que hasta el momento aln no se esclarecen la
totalidad de los factores que intervienen en su mecanismo, ya que se da como
resultado de una compleja interrelacién de varios factores. Los mas
importantes estan relacionados con las propiedades de los eritrocitos, las
propiedades del plasma, factores técnicos y sus multiples interacciones y
variaciones fisioldgicas [6]. De ahi la importancia de proponer otras técnicas
gue permitan obtener mayor informacién o servir como complemento de las
técnicas tradicionales.

El trabajo actual es una aplicacién directa de la TFA pulsada con el
potencial para despertar el interés de médicos e investigadores del area
médica. Se trata de una técnica alternativa de posible diagndstico que arroja
informacion complementaria a través de un método no invasivo, no ionizante
y que requiere de una preparacién minima de la muestra a estudiar. En el
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Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga” (HGM) se dispone del equipo
necesario y se tiene la oportunidad para llevar a cabo investigacién con
muestras bioldgicas (sangre entera) provenientes de pacientes y donadores.
En este trabajo especificamente se estudiaron muestras de sangre entera
proporcionadas por el Banco de Sangre y el Laboratorio de Hematologia
Especializada (LHE), las cuales fueron transportadas y analizadas en el
laboratorio de la Unidad de Investigaciéon y Desarrollo Tecnoldgico (UIDT)
perteneciente al mismo HGM.

Esta Tesis estd conformada del modo siguiente: el primer capitulo
describe de forma general a la Técnica Fotoacustica. El segundo capitulo sefiala
las caracteristicas de la muestra a trabajar (sangre entera humana), con la
finalidad de entender su composicion y factores que pudieran intervenir con la
VSG. El tercer capitulo se enfoca en el tema central de la tesis, la VSG, por lo
gue se describe especificamente el fendmeno fisico de la sedimentacion a
través de un modelo que parte de la Ley de Stokes, ademds de la teoria
respectiva sobre diagndstico médico relacionado a esta prueba de laboratorio
clinico. El cuarto capitulo es de metodologia, en él se describe cada elemento
utilizado en el arreglo experimental, la forma en que se manejaron las
muestras y el procedimiento general de los dos métodos utilizados: Método
Visual y Método FA. El quinto capitulo muestra los resultados y el analisis para
cada uno de los dos métodos.
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1. Técnica Fotoacustica (TFA)

En este capitulo se describen brevemente antecedentes relevantes en la
historia del desarrollo de la espectroscopia fotoacustica, se describe el efecto
fotoacustico, la Técnica Fotoacustica (TFA), se presentan algunas aplicaciones
en el area médica y las ventajas de llevar a cabo la misma técnica para el
estudio especifico de muestras de sangre entera.

1.1.Revisidon Historica de la TFA

El principio de la fotoacustica (FA) se ha presentado en la historia de la
Ciencia desde que Alexander Graham Bell* observé el efecto fisico de
generacion de ondas sonoras al aplicar radiacion luminosa intermitente en los
materiales. Este efecto, conocido como efecto fotoacustico fue descubierto en
el afio 1880 por el mismo A. G. Bell mientras trabajaba en el fotéfono (Figura
1) en colaboracion con Charles Sumner Tainter, un fabricante de instrumentos
opticos. Para A. G. Bell el fotéfono fue su invento mas importante, un
instrumento mucho mas revolucionario que el teléfono y con el cual logro
transmitir mensajes de voz a unas decenas de metros de manera inaldambrica,
tan solo utilizando la radiacion solar como portadora de informacién [3].

Figura 1. El fotofono, invento de A. G. Bell con el que realizé experimentos y consecuentemente descubrid el efecto
fotoacustico, consistia basicamente de una parte emisora de sefiales moduladas (izquierda) y una parte receptora de
sefiales moduladas (derecha). En la parte emisora se hacia incidir un haz de luz solar en un espejo que reflejaba la luz

Y Alexander Graham Bell (1847-1922), fue un cientifico britanico y naturalizado estadounidense que contribuyd
ampliamente al desarrollo de las telecomunicaciones.
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a un segundo espejo que vibraba en respuesta a la voz emitida directamente por quien hablaba, asi cuando la luz se
proyectaba sobre el segundo espejo, las vibraciones de la voz se superponian con el haz de luz reflejado,
produciéndose asi una sefial modulada en forma de luz. En la parte receptora la sefial modulada proveniente del
espejo oscilante se dirigia hacia un reflector parabdlico, en cuyo foco se encontraba una celda de selenio (Se), el cual
al ser un material fotosensible y ademas fotovoltaico le permitia convertir la energia luminica en una corriente
eléctrica, y posteriormente a través de un circuito telefénico transformarla en una sefial audible [7].

A. G. Bell se encontré con el efecto fotoacustico, un resultado de gran
relevancia en la actualidad, cuando se dio cuenta que el selenio y otros sélidos
emiten sonido al ser iluminados con luz modulada, todo esto mientras
realizaba experimentos con el fotéfono [4]. Posteriormente, utilizando un
espectrofono (Figura 2) también notd que la intensidad de este sonido emitido
depende de la longitud de onda de la luz incidente, concluyendo que el efecto
fotoacustico se debia a un proceso de absorcién optica.

Figura 2. Espectréfono. La luz blanca entra por
el tubo izquierdo donde un sistema de lentes la
dirigen a un prisma colocado en el centro del
dispositivo, la luz se separa en diferentes
longitudes de onda para luego incidir sobre un
sélido situado en la entrada del tubo derecho
donde se produce el efecto fotoacustico, el
sonido generado se propaga por el tubo de
escucha [3].

Durante sus demostraciones del fotofono en sus viajes a reuniones y
presentaciones, deleitd a distinguidos cientificos e ingenieros de la época que
se interesaron por este invento, dentro de ellos Wilhelm Konrad Rdntgen el
descubridor de los rayos X, quien ademas noté tiempo mas tarde que el efecto
fotoacustico también se presenta por la absorcion de la luz en gases. A través
de estas investigaciones iniciales se determiné que el efecto podia ser utilizado
para obtener informacion espectral de las muestras [4].

Aungue el efecto fotoacustico ganod el interés de varios investigadores,
permanecié como curiosidad cientifica por muchos afos, principalmente
porque los experimentos eran dificiles de cuantificar, hasta que debido al
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desarrollo de fuentes luminosas monocromaticas intensas como los /dseres?,
el desarrollo de sistemas sensibles de deteccion, adquisicién y procesamiento
de datos, asi como también un marco teérico por medio del cual relacionar las
propiedades del material a investigar con el fendmeno fisico, entonces se
comenzaron a desarrollar las primeras aplicaciones practicas.

La década de 1970 es mencionada como la l T
del resurgimiento del efecto fotoacustico, sin
embargo, las primeras aplicaciones se deben a los
trabajos del soviético Viengerov en 1938 [8], pues Sangre entera
efectud los primeros analisis espectroscdpicos en
gases utilizando una variante de esta técnica (la
generacion de ondas sonoras a través del proceso
de calentamiento y expansiéon-compresién del
gas, en lugar del proceso de absorcidon de la luz
en un gas). Sus trabajos basados en los estudios
de Roéntgen y Tyndall en gases no fueron
significativos debido a la aun ausencia de laseres,
pero sobre todo al hecho de haber realizado sus
publicaciones en un idioma poco accesible en
aquella época [3].

Eritrocitos

Intensidad Relativa

Después del desarrollo del laser en 1960, Hemoglobina
Kerr y Atwood en 1968 fueron los primeros en
analizar gases usando laseres de emisién continua
y pulsada, asi como también micréfonos para la
deteccién acustica [9]. En 1969, Hu estudié
tedricamente la fuente acustica que surge cuando

la luz se enfoca en liquidos con pulsos de laser  *° oo s00 800
gitud de Onda (nm)

largos [10], y en 1978, Sigrist y KneubUhl lo

hicieron con pUISOS de laser cortos [11]- Figura 3. Espectros fotoacusticos de

extendidos o frotis de sangre entera,
eritrocitos y hemoglobina [14].
Las primeras investigaciones en el area
biomédica, sobre la generacidén de ondas acusticas por absorcién de pulsos de
laser cortos, se llevaron a cabo por L. Amar en 1964 en los ojos de un conejo

2 El primer laser fue uno de rubi, construido por Theodore Harold Maiman y funcioné por primera vez en mayo del
afio 1960.
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in vivo [12], y posteriormente se realizaron estudios en muestras de ojo
humano ex vivo [13]. Ademas, A. Rosencwaig demostrd en 1973, a través de
experimentos, numerosas aplicaciones prometedoras de la técnica, incluido el
estudio de materiales biolégicos como los citocromos? y la hemoglobina [14].
En la Figura 3, se muestran los espectros fotoacusticos correspondientes a
extendidos o frotis de sangre entera, eritrocitos y hemoglobina.

La teoria mas aceptada para explicar el efecto fotoacustico fue enunciada
en 1976 por A. Rosencwaig y su colaborador A. Gersho, quienes desarrollaron
el denominado modelo de Rosencwaig-Gersho para explicar el fendmeno
fotoacustico en sélidos a partir de la solucién de las ecuaciones diferenciales
de difusién de calor [2].

1.2.Efecto Fotoacustico

El efecto fotoacustico es la generacion de ondas de sonido debidas a la
absorcidn de la radiacién electromagnética en un material. Una condicién para
gque se de este efecto, es que la fuente de iluminacién sea de forma periddica
(modulada) o de destello (pulsada). Ademas, la descripcién de este efecto
fotoacustico involucra tres diferentes tipos de ondas, que son las
electromagnéticas, térmicas y acusticas, siendo asi, un efecto que requiere de
la comprensidon de conocimientos de diferentes areas de la Fisica para llevar a
cabo su aplicacion [3].

1.3.Técnica Fotoacustica

La Técnica Fotoacustica (TFA), actualmente forma parte del gran arsenal
de herramientas para el estudio de la materia en el area médica, ya que al
tener como base el efecto fotoacustico se pueden encontrar gran cantidad de
aplicaciones, incluyendo aspectos relacionados con material biolégico que
procede del cuerpo humano.

3 Los citocromos son proteinas que realizan una funcidn vital en el transporte de energia quimica en las células vivas,
juegan un papel esencial en la respiracion celular.
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La TFA pertenece al grupo de las
técnicas experimentales conocidas como
fototérmicas [4].

En estas técnicas, se hace incidir
energia luminosa de forma modulada o
pulsada sobre la muestra a investigar, la
cual puede encontrarse en estado solido,

haz de luz
modulada/pulsada

emision
infrarroja variaciones del indice
de refraccién
desplazamientos
aire/gas superficiales
muestra

liguido o gaseoso. Los fundamentos del

efecto fotoacustico en muestras liquidas y

sOlidas son similares empleando una fuente

de luz modulada o pulsada. Sin embargo, [
los efectos fisicos que se observan son
sustancialmente diferentes para los dos
casos [15].

ondas

térmicas
ondas

acusticas —y
[ ham— micréfono

Figura 4. Fenémenos fototérmicos debidos a la
incidencia de radiacion luminosa intermitente
sobre una muestra, la forma de deteccién de
estas variaciones es la base de los diferentes
esquemas experimentales [4].

Cuando el laser es sintonizado en la
longitud de onda apropiada, las moléculas
de la regién iluminada absorben su energia,
siendo parte de esta energia absorbida y parcialmente transformada en calor.
Debido a que el haz de luz es interrumpido periddicamente la absorcidon ocurre
solamente en los intervalos de tiempo en que el haz se deja pasar, en esos
momentos las moléculas pasan a un nivel de excitacién, retornando al nivel
inicial cada vez que el haz es interrumpido, y cediendo el exceso de energia a
moléculas vecinas mediante colisiones, transformando asi la energia luminosa
en energia de movimiento térmico y generando calor. La temperatura de la
muestra varia con la misma frecuencia que lo hace la radiacién incidente,
induciendo cambios en los parametros del material, y/o el medio en el que se
encuentra inmerso. La manera en que se detectan estas variaciones, las cuales
son debidas a la incidencia de la radiacidon luminosa intermitente, es la base
de los diferentes esquemas experimentales, ver Figura 4.

En particular, en la TFA pulsada, las variaciones de temperatura son
acompafadas por cambios de presidén o vibraciones que generan ondas
acusticas en la muestra, que generalmente estan en el rango del ultrasonido?,

4 El ultrasonido es una onda sonora cuya frecuencia supera la capacidad de audicién del oido humano,
aproximadamente 20,000 Hz.
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y las cuales pueden ser detectadas de manera directa o indirecta usando
sensores piezoeléctricos [3].

1.3.1. Deteccion de Ondas Fotoacusticas

En general, en la TFA, a las ondas acusticas generadas a partir del efecto
fotoacustico se les designa como ondas fotoacusticas, y su deteccidn puede
realizarse de manera directa o indirecta:

Deteccion directa. Este método de deteccion es utilizado en este trabajo
para el estudio de una muestra liguida contenida en un recipiente o celda
transparente. El detector se encuentra acoplado directamente a la celda, por
lo que las ondas acusticas generadas se propagan casi en su totalidad a través
de la misma muestra, y no se transportan a través de un medio gaseoso o
interfaz adicional entre la muestra y el detector, como en el caso del método
de deteccion indirecta.

Deteccidon indirecta. La muestra del

Radiaci6n @ vidrl\getl}taalrsapgfente ; ; ;
modulada material a investigar es colocada en el
interior de una camara cerrada o celda
A—I/ fotoaclstica que contiene aire o algun

ﬂ tipo de gas como acoplamiento. Un
‘:O ejemplo de este método de deteccién se
- J / muestra en la Figura 5. A través de una

Micréfono ventana de vidrio transparente se hace

Golida Ealonciistica pasar el haz Iluminoso, y como
consecuencia de la absorcion de la

Figura 5. Celda fotoacustica para deteccion radiacion luminosa modulada, el material
indirecta de ondas acusticas como resultado de la  gg calienta, transmitiéndose asi el calor a
absorcion de radiacion luminosa modulada [3]. ..
una capa de gas adyacente a la superficie

iluminada de la muestra, entonces esta

capa de gas se calienta periédicamente, expandiéndose y contrayéndose, y
actuando como un pistdon sobre el resto del gas contenido en la celda

fotoacustica. Se genera asi una onda acustica o de presién, que es el sonido
gue puede ser detectado con un micréfono acoplado o colocado también dentro

de la misma celda fotoacustica [3].

Muestra
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1.3.2. Mecanismos de generacion de la Sefial Fotoacustica

Las ondas fotoacusticas que son detectadas por el sensor piezoeléctrico,
y que son representadas como sefales eléctricas por el instrumento de
medicién, en este trabajo son referidas como sefales fotoacusticas. La
generacion de estas sefiales consta de tres procesos esenciales [3]:

1) Absorcion de radiacion luminosa. Este mecanismo depende de las
propiedades oOpticas del medio absorbente, como el coeficiente de absorcién,
la reflectancia y la transmitancia optica. Esto hace que la sefial FA dependa de
dichos parametros y que ellos puedan ser medidos. En particular, su
dependencia de la longitud de onda de la radiacién hace posible aplicaciones
espectroscopicas.

2) Transformacion de energia electromagnética en calor. El incremento
de temperatura en la region iluminada por un haz pulsado, se produce por
decaimientos no radiativos. Ademas, depende de la eficiencia cuantica del
proceso (cociente entre la cantidad de calor generado y la energia absorbida)
y del tipo del material.

3) Propagacion de ondas térmicas o de presion. El incremento de
temperatura se relaja, desde la regidn iluminada hacia los alrededores, ya sea
por medio de difusion de calor (ondas térmicas), o por una expansion
termoeldstica (ondas de presion). Este proceso depende del tipo de excitacion.

a) Para el caso de la excitacion modulada. El calor que se genera en una
muestra absorbente después de la absorcion de luz, se difunde desde la zona
de absorcién hacia el medio circundante. El calentamiento periddico debido a
la luz modulada conduce a la formacion de ondas térmicas que se propagan
en el medio. La deteccion de estas ondas puede realizarse a través de una
celda fotoacustica, ver Figura 5, en donde el calor que se difunde desde la
muestra a esta celda cerrada, conduce a la expansiéon térmica del volumen de
gas encerrado, lo cual puede detectarse con un micréfono [15]. Este proceso
depende de cuatro propiedades térmicas fundamentalmente: difusividad
térmica «, conductividad k, efusividad térmica ¢ y capacidad -calorifica
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especifica ¢ (producto de la densidad y el calor especifico) que se relacionan
entre si mediante las ecuaciones:

a=k/C ; &= (kC)'/?

b) Para el caso de la excitacion pulsada. La expansion termoelastica en
la zona iluminada por un pulso laser corto, origina una onda de presion de
banda ancha, que se propaga desde ésta zona a través del medio con la
respectiva velocidad del sonido [15]. Para que el mecanismo de expansiéon
termoeldstica sea el dominante respecto a la difusion de calor, se deben
cumplir dos condiciones [16]: 1) La duracién del pulso laser debe ser menor
que el tiempo de difusién térmica fuera de la zona iluminada. Por lo tanto, el
calor viajara una distancia menor a la distancia caracteristica de difusion, y la
energia se concentrara en la regién irradiada, asegurando que la onda de
presion generada proviene de la misma region. Si esto se cumple, se dice que
el sistema esta en el régimen de confinamiento térmico. 2) La duracion del
pulso laser debe ser menor al tiempo en que la expansion viaja a través de la
regién iluminada. Asi, cuando el siguiente pulso incida sobre la muestra
absorbente, ésta ya habra regresado a su estado de equilibrio. Si esto se
cumple, se dice que el sistema estd en el régimen de confinamiento de
expansion. El régimen termoeldstico se da cuando se cumplen ambas
condiciones, y es de interés en los ensayos no destructivos porque no se
modifica a la muestra.

1.3.3. TFA Pulsada

En este trabajo se lleva a cabo la TFA pulsada, es decir, se emplea una
fuente de excitacion pulsada para la generacion de las ondas acusticas, las
cuales se encuentran en el rango del ultrasonido, y son detectadas de manera
directa usando un sensor piezoeléctrico. El proceso fundamental para la
generacién de estas sefiales fotoacusticas se representa en el diagrama de la
Figura 6 [15].

La excitacidn pulsada se obtiene usando laseres pulsados, cuya
frecuencia de repeticion del pulso es de unos pocos ciclos por segundo (Hz), lo
gue resulta en periodos muy cortos de iluminacién intensa por cada pulso,
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seguido de periodos largos de oscuridad, hasta que incide el siguiente pulso.
De hecho, el ciclo de trabajo> (Duty Cycle) de la excitacién pulsada es
relativamente corto en comparacion con la excitacion modulada.

De acuerdo con la Figura 6, cuando Pulsos de radiacién

la muestra absorbente es iluminada l&ser
localmente en un tiempo muy corto, es  Coef absorcidn dptica — =
decir, por un pulso de radiacion laser (con R | ot

una determinada longitud de onda vy Absorcién local
energia), entonces el mecanismo presente numcia il = 5

y mas comun es la expansion termo-  fosforescenda Aumento de

elastica. Donde el aumento de tempe- temperatura local
ratura de la zona iluminada también  Ceclbrfewed ]
ocurre en un tiempo muy corto, tal que no  Cosf expansiénvol. —

se permite que la temperatura del sistema Expansion adiabatica
se incremente mas alld de la zona _
iluminada (confinamiento térmico). Esto g ,
ocasiona que esta misma zona se expanda Generacién de ondas

(confinamiento de expansion) y se pro- de presidn
duzca un cambio de presidn localizado, el — ==———————— ==
cual se propaga por todo el sistema Deteccién ultrasénica
muestra-alrededores. Posteriormente, es- amplificacién

ta onda de presion, que generalmente se  Resonandaacistica
encuentran en el rango del ultrasonido, es
detectada por un sensor piezoeléctrico
(micréfono), y una vez que la sefal
eléctrica correspondiente es observada en . .

) ) , . Figura 6. Diagrama que representa el proceso
el osciloscopio, ésta es designada COMO  fundamental para la generacién de la sefial
una senal fotoacustica. fotoacustica mediante la TFA pulsada [15].

Sefial
fotoacistica

Es debido a esto que la excitacién pulsada produce una expansidn
térmica rapida y adiabatica en la muestra, es decir, se deposita la energia en
un tiempo muy corto, y no se produce sobrecalentamiento en la muestra
porque hay un largo tiempo entre los pulsos, permitiendo un enfriamiento

5 El ciclo de trabajo es un pardmetro que expresa el tiempo de activacion, su valor se encuentra comprendido entre
el 0y 1,ysedefinecomo Dgyce = t,,/T donde t,, esladuracién o anchuradelpulsoy T es el periodo del
pulso. Para este caso se tiene un laser con una frecuencia de repeticion del pulso de 10 Hz y una anchura del pulso
de 5 ns, por lo que se tiene un ciclo de trabajode 5 x 1078,
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eficiente (tiempo de relajacion térmica), y como consecuencia, los dafos a
causa de los efectos térmicos en la muestra pueden ser despreciables.

Dependiendo de las caracteristicas de absorciéon éptica de la muestra, la
eleccién de la energia, la frecuencia de repeticion y la duraciéon o anchura del
pulso, asi como la longitud de onda, se da lugar a una gran cantidad de
aplicaciones de la TFA pulsada en diferentes areas de la investigacion.

1.4.Aplicaciones de la TFA

En la actualidad, la TFA tiene multiples aplicaciones en distintos campos
de investigacién, incluso en campos como la industria farmacéutica y de
alimentos. A través de esta técnica se puede medir en sistemas fisicos o
bioldgicos algunas propiedades opticas, que regulan como es absorbida la luz
de diferentes colores, o algunas propiedades térmicas, que describen la causa
de que un cuerpo se caliente mas o conduzca mejor el calor que otro [3]. En
esta seccidn se presentan ejemplos de aplicaciones que estan enfocadas en el
area médica, problemas ambientales y de la salud.

1.4.1. Procesamiento de imagenes

Esta es una de las aplicaciones mas interesante de la fotoacustica en el
area médica, ya que el procesamiento de imagenes es importante para el
diagnéstico y la investigacién cientifica, sobre todo cuando se trata de casos
clinicos en los que es conveniente causar el minimo de molestias a los
pacientes, ademas de evitar posibles dafos colaterales.

Algunas de las tecnologias actualmente empleadas como método de
diagnédstico en el area médica, cuentan ya sea con limitantes técnicas o
econdmicas [1]. En el caso de la Tomografia Axial Computarizada (TAC) se
utiliza inconvenientemente radiacion ionizante, y es una prueba cuya
instalacion y mantenimiento es bastante costosa; por otro lado, la imagen por
Ultrasonido generalmente tiene un contraste pobre, y las técnicas dpticas
puras de la proyeccidén de imagen no son capaces de visualizar con eficacia las
estructuras del tejido bioldgico a una profundidad de varios centimetros debido
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a su fuerte dispersion. Es debido a esta problematica que se investiga en
nuevas tecnologias de diagndstico, tal como la imagenologia fotoacustica que
esta basada en la obtenciéon de ondas acusticas generadas por la incidencia de
un laser para visualizar la estructura interna de los tejidos, de una manera no-
invasiva y no-ionizante. Algunas de sus potenciales aplicaciones son la
evaluacion del cerebro, enfermedades vasculares, anormalidades de la piel y
la deteccién temprana de cancer de préstata y de mama, debido a que el
crecimiento tumoral provoca neovascularizaciones. Asi también, a partir de los
principios basicos de la fotoacustica y de las propiedades dpticas de los tejidos
se ha desarrollado una tecnologia denominada tomografia fotoacustica.

La adquisicion de las sefales se obtiene de acuerdo con un proceso
similar al de la Figura 6, para lo cual se requiere de un laser pulsado en el
rango de radiofrecuencia con el que se emite luz a alta frecuencia para la
excitacion de la muestra; ademas se requiere de un equipo para la deteccién
ultrasénica de las ondas mecanicas que se generan cuando la muestra se
somete a periodos de calentamiento y enfriamiento debido a la incidencia de
luz periddica; y un equipo fotoacustico para la deteccién de la amplitud de la
senal. Posteriormente, estas sefales adquiridas se procesan por medio de
algoritmos matematicos para obtener imagenes que pueden ser incluso en
tercera dimensidén. Los métodos para la reconstruccién de imagenes a partir
de la deteccién de sefnales acusticas dependen de la aplicacidn clinica, ademas
estan en constante evolucién, dado que no es una tarea sencilla [1].

La imagen fotoacustica es considerada como una imagen obtenida a
partir de ultrasonido, en la cual el contraste no depende de las propiedades
mecanicas y elasticas del tejido, sino de sus propiedades dpticas, en particular
de la absorcién oéptica. En consecuencia, ofrece una imagen con mayor
definicion que la imagen de ultrasonido, con la capacidad de detectar
hemoglobina, lipidos, agua y cromoforos® que absorben luz, pero con una
mayor trayectoria de penetracién que la imagen obtenida dpticamente.

Un claro ejemplo de la aplicacion de la fotoacustica dentro del
procesamiento de imagenes es para conocer el dafio tisular en pacientes que
han sufrido quemaduras, ya que conocer la extension y profundidad maxima

6 Un cromdforo es el conjunto de dtomos o parte de una molécula organica responsable de la absorcidn y emisidn de
radiacién electromagnética mediante transicidn electrdnica, lo cual determina el color de la sustancia.
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gue se ha afectado es una tarea dificil, pues lo que se busca es manipular lo
menos posible estructuras que son muy sensibles al dolor, y la determinacion
visual por si sola es inexacta [1].

1.4.2. Distribucion de farmacos en la piel

En ocasiones, es de interés conocer la manera en que se distribuye un
farmaco en la piel, el cual puede ser aplicado tépicamente con masajes o a
través de ultrasonido (fonoforesis’), por lo que en estudios in vivo, por medio
de fotoacustica se puede conocer la eficiencia de su transporte, es decir, la
profundidad alcanzada en las capas internas de la piel, y esto se debe a que
cambios en la concentracion de la difusién del farmaco alteran la distribucion
de las fuentes de calor, y en combinacion con la absorcién de la radiacién
luminosa intermitente conducen a cambios en la senal fotoacUstica detectada,
la cual es directamente proporcional a la concentracion del farmaco aplicado.
Los resultados de estos estudios indican que la concentracidon final obtenida,
depende del método para aplicar el farmaco y de las propiedades dpticas e
hidratacidon de la piel de cada sujeto [1].

1.4.3. Deteccion de contaminantes

Este es uno de los campos donde la TFA es altamente utilizada, ya que
es posible detectar elementos o compuestos quimicos que, en determinadas
concentraciones en el aire atmosférico o en el agua pueden producir efectos
negativos en la salud humana y en el medio ambiente. Esto se debe a que
gran cantidad de moléculas contaminantes absorben fuertemente la radiacion
perteneciente a la region infrarroja del espectro electromagnético, y el sonido
emitido por ellas es detectado por un micréfono, revelando asi su presencia.
La sefal eléctrica generada por el micréfono, que es proporcional a la
concentracion de moléculas que absorben la radiacién, es analizada por
computadora utilizando programas basados en modelos fisico-matematicos, y
dado que cada molécula presenta un modo vibracional Unico reflejado en una
firma fototérmica, entonces se puede detectar la concentracién de moléculas
contaminantes [3].

7 La fonoforesis es una técnica que emplea ultrasonido para mejorar la penetracién de medicamentos de uso tépico,
este ultrasonido se transmite en la piel como ondas de presidn que empujan a las particulas al interior de organismo.
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1.5.Ventajas de la TFA

La fuerza particular de la fotoacustica surge del hecho de que la energia
que se detecta no es luz, sino sonido, que generalmente sufre menos
dispersién y atenuacién en comparacién con la luz [4]. A diferencia de la
espectroscopia optica convencional, la TFA puede ser aplicada al estudio de
muestras bioldgicas, material opaco y no solo transparente, sustancias sdlidas
organicas e inorganicas, liquidas o gaseosas, soluciones con concentraciones
bajas o demasiado altas de soluto. No es necesario realizar diluciones. La TFA
permite estudiar muestras que se encuentren en forma de polvos o particulas
muy pequefias, como el caso de micro-particulas de grafito [17] y nano-
particulas de oro [18] suspendidas en un medio, e incluso el monitoreo de la
sedimentacion de células de sangre o hemolinfa en tiempo real [19]. Ademas,
se trata de una técnica no-invasiva, no-ionizante y que requiere de una minima
o nula preparacion de la muestra de estudio, con algunas variantes de la
técnica, es posible realizar estudios directamente en seres vivos [1].

En el estudio e investigacidn de una muestra bioldgica liquida, cuyas
caracteristicas pueden presentar una concentracion demasiado elevada,
espesa y opaca, como lo es la sangre entera, es ventajoso llevar a cabo la TFA
pulsada, ya que ademas de su facil implementacidn es una técnica que no
modifica a la muestra por los efectos térmicos, y que no requiere el uso de
energia ionizante, lo cual es de suma importancia para no producir dafio a las
células sanguineas. Ademas, debido a que es considerablemente elevado el
coeficiente de absorcion optico de la hemoglobina, su componente principal,
los umbrales de dafio por laser para la sangre son relativamente bajos en
comparacion con los umbrales de otros tejidos [20].
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2. Sangre: componentes,
funciones y trastornos

En este capitulo se presenta concretamente informacién en torno a la
muestra utilizada en este trabajo, la sangre entera humana. Se describen los
componentes mas importantes de la sangre, sus funciones y algunas
caracteristicas presentes en trastornos de la sangre de sujetos catalogados
con: anemia hemolitica y dislipidemia. Este capitulo es fundamental para la
comprensiéon del fendomeno y posterior interpretacién de los resultados sobre
el estudio de la VSG que se presenta en el Capitulo 5 “Resultados y Analisis”.

2.1.Sangre

La sangre es un fluido corporal liquido cuya densidad y viscosidad es
mayor que la del agua, al tacto resulta levemente pegajosa. Su temperatura
es de 38 °C, alrededor de un grado por encima de la temperatura oral. Tiene
un pH ligeramente alcalino entre 7.35 — 7.45. Su color varia de acuerdo a su
contenido de oxigeno, cuando esta saturada es roja brillante y cuando esta
insaturada es roja oscura. Alcanza cerca del 8% de la masa corporal total. El
volumen sanguineo en un hombre adulto es de 5 —6litros, y en una mujer
adulta es de 4 —5litros. Dada su composiciéon y funciones, la sangre es
caracteristica de cada persona como lo es la piel, los huesos y el cabello [5].

2.2.Componentes de la Sangre entera

La sangre entera se compone principalmente de dos elementos: 1) el
plasma sanguineo, que es un medio acuoso o matriz extracelular que contiene
sustancias disueltas, y 2) los elementos corpusculares, compuestos por células
y fragmentos celulares [5].

En porcentaje, la sangre entera estd constituida aproximadamente en
un 45 % por elementos corpusculares y en un 55 % por plasma sanguineo. Por
lo general, mas del 99 % de los elementos corpusculares son células conocidas
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como eritrocitos (glébulos rojos), vy >
menos de 1% del volumen sanguineo il
total corresponde a los leucocitos
(glébulos blancos) y las plaquetas. Plasma (55%)

I} Capa compuesta
por glébulos blancos
y plaquetas

Normalmente, cuando la sangre
estda en circulacion las células se  gsbulos rojos A
encuentran disueltas en el plasma, sin  (45%)
embargo, cuando la sangre entera es
centrifugada en un tubo de recoleccion _ o
(Figura 7) las células eritrocitarias (mas  FEa7,7orenle sarends de s comporertes
densas) descienden al fondo, mientras  quito sano, en un tubo de recoleccion [5].
gue los elementos plasmaticos (menos
densos) forman una capa sobre ellas. Dado que los leucocitos y plaquetas son
menos densos que los eritrocitos, pero mas densos que el plasma, entonces
se forma una fina capa leuco-plaquetaria entre ambos [5].

El porcentaje del volumen total de sangre ocupado por los eritrocitos se
conoce como hematocrito. El rango normal de hematocrito para mujeres
adultas es de 38 — 46 %, mientras que para hombres adultos es de 40 — 54 %
[5]. En las mujeres, el valor mas bajo de hematocrito puede deberse a la
excesiva pérdida de sangre durante la menstruacion en su etapa reproductiva.
En los hombres, la hormona testosterona estda presente en mucha mayor
concentracion que en mujeres, lo cual contribuye a un valor mas alto de
hematocrito.

2.2.1. Plasma sanguineo

El plasma sanguineo es un liquido amarillento que esta compuesto por
alrededor de un 91.5 % de agua, 7 % de proteinas y 1.5 % de otros solutos. Las
proteinas principales son las albuminas (proteinas mas pequefias y mas
numerosas), globulinas (proteinas grandes) y fibrindgeno (proteinas grandes),
mientras que los solutos son nutrientes, vitaminas, hormonas, gases
respiratorios, electrolitos y productos de desecho. Las proteinas plasmaticas
son el principal contribuyente de la viscosidad sanguinea [5].
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2.2.2. Elementos corpusculares

Los elementos corpusculares de la sangre incluyen tres componentes
principales: eritrocitos, leucocitos y plaquetas. Los eritrocitos y leucocitos son
células completas, mientras que las plaquetas son fragmentos celulares.
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Figura 8. Fotografia tomada con microscopio electrénico (izquierda) y micrografia de frotis sanguineo (derecha) en
donde se observan los elementos corpusculares de la sangre: eritrocitos (glébulos rojos), leucocitos (glédbulos
blancos) y plaquetas [5].

2.2.2.1. Eritrocitos

Los eritrocitos o globulos rojos (GR) son células con forma de discos
biconcavos que carecen de nucleo (Figura 9 A). Estan presentes en la sangre
en una cantidad de 4.8 millones/uL en una mujer adulta sana y 5.4 millones/uL
en un hombre adulto sano. Su didmetro individual es de 6-—8um
aproximadamente y su promedio de vida es de alrededor de 120 dias [21]. Los
eritrocitos maduros estdn muy especializados para su funcion de transporte
de oxigeno, tienen una estructura simple, su membrana plasmatica es
resistente y flexible, por lo que les permite deformarse sin romperse mientras
se comprimen en su recorrido por los vasos capilares sanguineos [5].

2.2.2.1.1. Hemoglobina

Los eritrocitos contienen el pigmento que le da a la sangre su color rojo,
la hemoglobina, y es la proteina que transporta la mayor parte del oxigeno y
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parte del diéxido de carbono en la sangre. Cada eritrocito contiene cerca de
280 millones de moléculas de hemoglobina. Una molécula de hemoglobina
consiste en una proteina llamada globina compuesta por cuatro cadenas
polipeptidicas (dos alfas y dos betas) y un pigmento no proteico de estructura
anular llamado hemo que esta unido a cada una de las cuatro cadenas (Figura
9 B). En el centro de cada anillo hay un ion de hierro Fe?* que puede
combinarse con una molécula de oxigeno 0, (Figura 9 C), permitiendo a cada
molécula de hemoglobina unirse con cuatro moléculas de oxigeno. El oxigeno
de los alvéolos pulmonares entra a los eritrocitos y se combina con el hierro
de la hemoglobina, de esta manera el oxigeno es transportado a través del
cuerpo [5]. Ademas, la hemoglobina tiene un espectro de absorcién fuerte y
caracteristico, ver Figura 3, sin embargo, debido a las fuertes propiedades de
dispersion de la sangre entera por otras proteinas y material lipidico en el
plasma y los eritrocitos, las investigaciones Opticas se realizan empleando
hemoglobina extraida que es soluble en agua [14]. El valor normal de
hemoglobina en sangre para nifos es (14 — 20) g/dL, para mujeres adultas es
(12 —16) g/dL y para hombres adultos es (13.5 — 18) g/dL [5].

Cadenas

polipeptidicas CH
beta (globinas) T
HaC\/C:C\ _CH
Hierro (Fe2*) HC—C C=CH
MO d N /EQC/CHs
/(l_‘l\ (o] /N‘ N\ cz C‘\
\ ~00C_ CHERNINS A CH,

Cadenas
polipeptidicas _
alfa (globinas) 0oC

(A) Forma del GR (B) Molécula de hemoglobina (C) Hemo con hierro

Vista seccionada

Figura 9. (A) Morfologia del eritrocito (GR). (B) Molécula de hemoglobina (pigmento que le da a la sangre su color
rojo). (C) Hemo con ion de hierro en el centro (en rojo) [5].

2.2.2.1.2. Alteraciones eritrocitarias

La observacidon morfoldgica de los eritrocitos de una extensién de sangre
es parte importante de la exploracion para el diagnostico fundamental de una
enfermedad [22]. Algunas alteraciones eritrocitarias [23] como el tamainio, la
forma, el color y su distribucion, se presentan en la Tabla 1.
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Alteraciones eritrocitarias

Alteracion Descripcion
e Presenci ritroci iferen maf n
Anisocitosis esencia de eritroc t_os de diferentes tamanos e
una misma muestra.
. o Eritrocitos mas pequefios de lo normal.
Microcitosis Diamet 6
Tamaiio diametro < 6 pm
Macrocitosis Eritrocitos grandes.
Diametro >8um VCM > 100 fL
Megalocitosis Eritrocitos con un didmetro superior a 11 pym.
. L Eritrocitos con forma eliptica, con area palida central
Eliptocitosis .
y hemoglobina en los extremos.
Esferocitosis Eritrocitos generalmente pequefios con forma
esferocitica sin area central palida.
Forma Esquistocitosis Fragmentos de eritrocitos de diversas formas,

generalmente son microciticos.
Drepanocitosis 2 Eritrocitos falciformes, delgados y largos.

Presencia de la variacién en la forma de los
eritrocitos en una misma muestra.
Eritrocitos tenidos de color débil. Se presenta en
Color Hipocromia anemias causadas por defecto en la produccion de
hemoglobina.
Eritrocitos ordenados en pilas de monedas debido a
proteinas plasmaticas anormales o en exceso.

Agregacion Conglomerados irregulares de eritrocitos.

Poiquilocitosis

) Rouleaux
Distribucion

Tabla 1. Alteraciones eritrocitarias clasificadas por su tamario, forma, color y distribucién [21].

2.2.2.1.3. Volumen Corpuscular Medio

El Volumen Corpuscular Medio (VCM) se refiere a la media del volumen
individual de los eritrocitos. Esta medida es util para la deteccidn, estudio y
clasificacion de enfermedades en la sangre, como la anemia. Es uno de los
parametros mas estables de la biometria hematica®, con poca variabilidad en
el tiempo, y es obtenido directamente por instrumentos automatizados de
citometria hematica, los cuales cuentan, caracterizan y miden el tamafio de
las células sanguineas utilizando frecuentemente el Método Coulter®.

8 La biometria hemdtica o hemograma es un estudio importante de laboratorio para diagndstico bésico, en el que se
expresan valores de los elementos sanguineos, tales como cantidad de eritrocitos, hematocrito, hemoglobina, indices
eritrocitarios, recuento de leucocitos y plaquetas.

9 El Método Coulter es usado para contar y medir el tamafio de las células, detectando y midiendo los cambios en la
impedancia eléctrica a través de la generacién de pulsos eléctricos cuando las células suspendidas en un liquido
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El rango normal del VCM para hombres es (87 + 7) fL y para mujeres es
(90 +9) fL. De acuerdo con el valor obtenido de este parametro se puede
considerar al eritrocito como normal, microcitico o macrocitico (micro=
pequeio, macro= grande, citico= célula). Ademas, si existe una variacion alta
en el tamaho de los eritrocitos se considera como anisocitosis.

2.2.2.2. Leucocitos

Los leucocitos o glébulos blancos (GB) son células con nucleo, combaten
patogenos (microorganismos que causan enfermedad) y sustancias ajenas que
entran en el organismo. Los GB se clasifican como leucocitos granulares, que
incluyen a los neutrofilos, eosindfilos y basodfilos; y leucocitos agranulares, que
incluyen a los linfocitos y monocitos. Estan presentes en la sangre en una
cantidad de 5 — 10 mil/uL, son superados por los eritrocitos en una relacién de
700: 1. Su didmetro individual es superior que el de los eritrocitos, a excepcion
de los basofilos y linfocitos que pueden tener un diametro igual o inferior. Y su
promedio de vida de la mayoria es desde pocas horas hasta pocos dias.

2.2.2.3. Plaguetas

Las plaguetas o trombocitos son fragmentos celulares discoides sin
nucleo, que contribuyen a frenar la pérdida de sangre en los vasos sanguineos
danados formando un tapdén plaquetario y liberan sustancias quimicas que
promueven la coagulacién sanguinea. Las plaguetas contienen muchas
vesiculas, pero no nucleos. Estan presentes en la sangre en una cantidad de
150 — 400 mil/pL. Su didmetro individual es de 2 — 4 um aproximadamente, y su
promedio de vida es de alrededor de 8 — 10 dias [21].

2.3.Funciones de la Sangre

La sangre en circulacidén tiene tres funciones generales: transporte,
regulacién y proteccién [5]:

conductor pasan a través de una pequena apertura con dos electrodos en cada uno de sus lados. El niumero de pulsos
corresponde al conteo de células y el tamafio del pulso es proporcional al volumen de la célula.
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Transporte. La sangre transporta oxigeno desde los pulmones hacia las
células del cuerpo, y didéxido de carbono desde las células hacia los pulmones.
Lleva nutrientes desde el canal digestivo hacia las células, y hormonas desde
las glandulas endocrinas hacia otras células. Transporta calor y desechos hacia
diferentes érganos (pulmones, rifiones y piel) para eliminarlos del cuerpo.

Regulaciéon. La sangre ayuda a conservar y contribuye con la
homeostasis'® de los liquidos corporales. Ayuda a regular procesos vitales
como el balance entre acidez y alcalinidad (pH), a través de sustancias que
convierten en débiles los acidos o las bases fuertes. Contribuye en el ajuste
de la temperatura corporal a través de las propiedades refrigerantes vy
absorcion de calor del agua presente en el plasma sanguineo, y su flujo
variable a través de la piel. La presidn osmotica de la sangre influye en el
contenido de agua de las células, principalmente por las interacciones entre
los iones disueltos y las proteinas.

Proteccion. La sangre proporciona proteccion por medio de la
coagulacion, lo cual previene su pérdida excesiva del sistema circulatorio tras
una herida. Los leucocitos de la sangre nos protegen de las enfermedades
llevando a cabo la fagocitosisl. Algunas otras proteinas sanguineas, incluidos
anticuerpos, interferones y factores del sistema de complemento también
contribuyen a protegernos contra enfermedades.

2.4.Trastornos de la Sangre

Los trastornos hematoldgicos son enfermedades muy diversas que
afectan a los eritrocitos o proteinas en la sangre, producidas por alteracién
genética, falta de algun mineral o vitamina en la alimentacién, alteracion de
algun mecanismo que regule la absorcion de nutrientes, o la baja produccién
de anticuerpos. En este trabajo se estudian dos tipos de trastornos en la
sangre: anemia (hemolitica) y dislipidemia.

10 L3 homeostasis es la capacidad de los organismos para mantener una condicién interna de estabilidad,
compensando los cambios en su entorno mediante el intercambio regulado de materia y energia con el exterior.

1 La fagocitosis es el proceso mediante el cual las células y organismos unicelulares capturan y digieren particulas
nocivas o alimento.
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2.4.1. Anemia

La anemia es un trastorno en el que se presenta una disminucién de la
concentracion de hemoglobina en la sangre, se acompafa invariablemente de
un descenso del valor del hematocrito y, casi siempre, del numero de
eritrocitos. Como consecuencia disminuye la capacidad de transporte del
oxigeno desde los pulmones hacia las células del cuerpo [5]. La anemia
constituye una de las causas mas frecuentes de consulta clinica. La
determinacion de la cuenta de eritrocitos, hematocrito y hemoglobina son
pruebas regulares de laboratorio para detectar anemia. Una caida significativa
del hematocrito, es decir, una cantidad de eritrocitos inferior a lo normal, es
un indicador de anemia. En la practica clinica se utilizan dos criterios para la
clasificacion general de las anemias: criterios morfoldgicos, segun el tamano
de los eritrocitos (VCM), y criterios fisiopatolégicos, segun la capacidad
eritropoyética'? de la médula ésea (concentracion de reticulocitos!3) [22].

La anemia hemolitica es un tipo de anemia que se presenta cuando el
organismo produce anticuerpos que destruyen a sus propios eritrocitos
(hemdlisis'#) con acortamiento de la vida media de los mismos. La membrana
de los eritrocitos se lisa prematuramente, consecuentemente la hemoglobina
liberada se esparce en el plasma y puede dafiar las estructuras de filtracion de
los rifiones [5]. Las anemias hemoliticas se dividen en dos grupos: a)
corpusculares, donde la alteracion se halla en el mismo eritrocito, puede
deberse a alteraciones en la membrana eritrocitaria, de la hemoglobina y de
las enzimas; b) extracorpusculares, donde la alteracién se halla fuera del
eritrocito, pueden ser producidas por anticuerpos, medicamentos, infecciones,
toxicos o agentes fisicos [24]. La determinacién de un valor alto de
reticulocitos es un indicador importante en el diagndstico de anemias
hemoliticas [21]. Ademas, la presencia de alteraciones en la forma
(poiquilocitosis, esferocitosis, esquistocitosis, queratocitosis), tamafio (VCM:
anisocitosis, macrocitosis, microcitosis), distribucion (agregacién) y color
(policromasia) de los eritrocitos, descritas en la Tabla 1, estan directamente
relacionadas con este trastorno [23].

2| a eritropoyesis es el proceso de formacidn de eritrocitos, en los seres humanos se produce en la médula dsea roja
de ciertos huesos en adultos.

13 Los reticulocitos son eritrocitos que no han alcanzado su madurez total, su tamafio suele ser ligeramente mayor
que los eritrocitos maduros y normalmente representan alrededor del 1 % en el conteo total de eritrocitos.

14 L3 hemdlisis es el proceso de la destruccidn de los eritrocitos de la sangre, lo cual conlleva a la liberacién de
hemoglobina en el plasma sanguineo.
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2.4.2. Dislipidemia

La dislipidemia o dislipemia, es un trastorno
caracterizado por alteraciones en la concentracién
de los lipidos'> y lipoproteinas'® en la sangre [25].

En la Figura 10 se presenta la comparacion
de una muestra de sangre entera centrifugada de
una persona sana y una persona diagnosticada
con dislipidemia. En el tubo de la izquierda se
observa el plasma normal y sin signos de turbidez
(limpio), mientras que en el tubo de la derecha el
plasma presenta un aspecto turbio (lechoso).

Figura 10. Aspecto del plasma limpio y
sin signos de turbidez de una persona
sana (tubo de la izquierda), y del

. . . I turbi iencia lech
La apariencia turbia se debe al exceso de P@°ma trbio con apariencia fecnosa
de una persona diagnosticada con

lipidos (colesterol y triglicéridos) y lipoproteinas®> dislipidemia 4 + (tubo de la derecha).
(quilomicrones, VLDL, IDL, LDL y HDL) en la

sangre. Estas sustancias realizan funciones importantes para mantener la
homeostasis, pero un exceso puede aumentar el riesgo de desarrollar
enfermedades cardiovasculares.

El monitoreo de la sangre mediante una quimica sanguinea o un perfil
lipidico son las formas mas comunes de diagnosticar estas alteraciones. Sin
embargo, de manera subjetiva se puede detectar el nivel de dislipidemia a
través de la observacién de la turbidez del plasma sanguineo cuando las
muestras de sangre entera se encuentran centrifugadas. Esta clasificacion
puede ir desde un nivel bajo de dislipidemia (1 +) hasta el nivel mas alto de
dislipidemia (4 +).

15 Los lipidos son un conjunto de moléculas organicas constituidas principalmente por carbono e hidrogeno, son
insolubles en el plasma sanguineo, por lo que circulan en la sangre unidos a proteinas en forma de lipoproteinas.

16 Las lipoproteinas son agregados moleculares esféricos compuestos por proteinas y lipidos, son las principales
transportadoras de triglicéridos y colesterol en la sangre. Se clasifican en cinco grupos de acuerdo con su densidad
(quilomicrones, lipoproteinas de muy baja densidad VLDL, lipoproteinas de densidad intermedia /DL, lipoproteinas
de baja densidad LDL y lipoproteinas de alta densidad HDL).
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3. Velocidad de Sedimentacion
Globular (VSG)

En este capitulo se presenta una revisién bibliografica sobre una prueba
frecuentemente solicitada al laboratorio clinico para diagndstico médico, la
Velocidad de Sedimentacion Globular (VSG) o eritrosedimentacion. Se
estudian las propiedades de los componentes de la sangre entera que
intervienen en la VSG. Se describen un par de métodos tradicionales
estandarizados para determinar la VSG, asi como también sus valores
normales de referencia, interpretacion y limitaciones de la prueba. Finalmente,
se describe el principio fisico en que se basa este fendmeno a partir de la Ley
de Stokes.

3.1.Revision Historica de la prueba VSG

De manera breve se dan a conocer algunos de los sucesos de mayor
relevancia sobre la historia de la prueba de Velocidad de Sedimentacion
Globular (VSG) también conocida en medicina como eritrosedimentacion [6]:

En 1894, Edmund Biernacki (1866-1911), un médico polaco, publico el
primer articulo en el que se describieron las bases del fendmeno de la
eritrosedimentacién, para ese entonces se identificd al fibrindgeno!” como un
componente importante en el aumento de su velocidad, y su asociacion con la
anemia.

En 1918, Robin Fahraeus (1888-1968) observd una elevada
sedimentacion de los eritrocitos en el plasma de una mujer embarazada, en
contraste de una mujer que no lo estaba, por lo que pensé que podia ser una
prueba simple para detectar la concepcién. En 1929, publicd un articulo sobre
la estabilidad de la sangre en suspension, demostrando que la causa principal
del aumento de la velocidad de sedimentacién se debe a la agregacion de los
eritrocitos [26]. Fahraeus, se apasiond por el tema y posteriormente publicd

17 El fibrinégeno es una proteina del plasma sanguineo que participa en la formacién de los codgulos de sangre,
también es un tipo de marcador tumoral.
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su tesis doctoral, siendo este un documento extenso y de gran importancia
sobre la eritrosedimentacion.

En 1921, Alf Westergren (1881-1968) refind la técnica para medir la
eritrosedimentacion, y la prueba se popularizé tal como la habia propuesto
Biernacki. Sefiald la importancia clinica de la velocidad de sedimentacién
eritrocitaria mostrando la utilidad de la técnica para el diagndstico vy
seguimiento de la evolucidn de pacientes con tuberculosis.

En 1933, Maxwell M. Wintrobe (1901-1986) realizd modificaciones a la
metodologia de la técnica para medir la eritrosedimentacién, pero sus
contribuciones no tuvieron mucha aceptacion por parte de la comunidad de los
laboratorios clinicos.

En 1977, el Comité Internacional de Estandarizacion en Hematologia
(ICSH), recomendé la adopcidén del método de Westergren como referencia
para la prueba, recomendacion que se mantiene vigente en el documento
Procedimientos para la Prueba de Velocidad de Sedimentacién Globular:
Estandar Aprobado [27], publicado por el National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS), ahora Ilamado Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) [28].

3.2.Velocidad de Sedimentaciéon Globular

La Velocidad de Sedimentacion Globular (VSG) es una prueba que mide
la sedimentaciéon de los eritrocitos en el plasma de la sangre entera
anticoagulada durante un periodo de tiempo. Esta prueba es frecuentemente
utilizada como screening!® en el laboratorio clinico, y se determina a partir de
un método sencillo utilizando un equipo simple. Sin embargo, no es una prueba
especifica ni se considera una herramienta de diagndstico independiente, pero
puede ser un indicativo de procesos inflamatorios, infecciosos o neoplasicos, y
ayudar en el monitoreo de la evolucion de ciertas enfermedades [21].

18 En medicina, screening es una prueba aplicada para detectar, orientar, confirmar o excluir el diagndstico de una
enfermedad en sujetos que no presentan sintomas de tal enfermedad.
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La eritrosedimentacion se describié hace mas de un siglo, pero hasta el
momento aun no se esclarecen la totalidad de los factores que intervienen en
su mecanismo, ya que se da como resultado de una compleja interrelacién de
varios factores. Los mas importantes estan relacionados con las propiedades
de los eritrocitos, las propiedades del plasma, factores técnicos y sus multiples
interacciones, y variaciones fisioldgicas [6].

3.2.1. Fendmeno de Rouleaux

En la sangre sana, los eritrocitos suspendidos en el plasma forman pocos
o ningun agregado de células, por lo que la eritrosedimentacion es minima. La
agregacion de los eritrocitos en forma de “pilas de monedas” o fendmeno de
Rouleaux!®, se presenta como resultado de fuerzas electrostaticas. Los
eritrocitos normalmente poseen cargas negativas en su superficie, y se
mantienen separados debido al rechazo entre cargas del mismo signo. Sin
embargo, en situaciones de enfermedad, algunas proteinas plasmaticas estan
cargadas positivamente y neutralizan las cargas de los eritrocitos, situacion
que favorece la formacién de “pilas de monedas” y en consecuencia el aumento
de la eritrosedimentacién, ver Figura 11 [6].
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Figura 11. (A) Extendido de sangre donde se observan los eritrocitos distribuidos uniformemente, la VSG es
10 mm/hora. (B) Extendido de sangre donde se observa eritrocitos formando pilas de monedas, la VSG es

30 mm/hora. (C) Extendido de sangre donde se observan eritrocitos formando pilas de monedas en mayor cantidad,
la VSG es 85 mm/hora [6].

Las proteinas plasmaticas que intervienen en la eritrosedimentacion,
conocidas como reactantes de fase aguda, son el fibrindgeno, alfa globulina,
beta globulina, gamma globulina, y la albiumina. Las proteinas que favorecen

19 E| fendmeno de Rouleaux describe una anomalia de los eritrocitos cuando se observan frotis en microscopio, pues
los eritrocitos se apilan unos con otros formando agrupaciones cuya forma es parecida a una pila de monedas.

Velocidad de Sedimentacion Globular (VSG) 28



la agregabilidad de las células son el fibrindgeno y las globulinas en altas
concentraciones, lo que conlleva a un incremento de la VSG. Este mecanismo
por el cual facilitan la agregacién de eritrocitos se debe a que disminuyen la
fuerza de repulsién que normalmente existe entre los eritrocitos, debida a su
carga superficial o potencial zeta. La proteina que disminuye la agregabilidad
de las células es la albumina, por lo que retarda la VSG. La proteina C reactiva
en concentraciones fisioldgicas no afecta la eritrosedimentacion.

El potencial zeta es producido por una intensa carga negativa al nivel de
la superficie de los eritrocitos, lo cual explica por qué los eritrocitos se
mantienen separados. Todas las proteinas y macromoléculas en el plasma
disminuyen el potencial zeta, pero el mayor efecto lo ejercen las moléculas
asimétricas como el fibrindgeno y las inmunoglobulinas. La intensidad del
potencial zeta depende de la composicion proteica del plasma y especialmente
de la relacidn entre las concentraciones de fibrindgeno, globulinas y albumina.
Mientras la albumina tiende a aumentar el potencial zeta, las globulinas y en
mayor parte el fibrindgeno tienden a disminuirlo. La disminucién del potencial
zeta de los eritrocitos tiene como consecuencia una mayor tendencia a que
éstos se agrupen formando “pilas de monedas” y se eleve Ila
eritrosedimentacion. De acuerdo con este mecanismo, el valor normal de la
VSG resulta del equilibrio entre las principales proteinas plasmaticas [21].

La eritrosedimentacion depende de la capacidad de los eritrocitos para
formar las “pilas de monedas”, por lo que también puede afectarse debido a
propiedades cualitativas o cuantitativas de los eritrocitos, y a su relacién de
volumen con el plasma.

En la anemia falciforme, la forma anormal de las células interfiere con la
agrupacion de eritrocitos, y retarda la sedimentacién en situaciones en las que
deberia estar elevada. Asi también, la presencia de anisocitosis marcada
produce un aumento en la agregacion de diferentes tamafios y la formacion
de un “velo de eritrocitos” en la columna del plasma. Por otro lado, la anemia
caracteristicamente aumenta la VSG [29], debido al desequilibrio entre fuerzas
presentes en el plasma y la cantidad de eritrocitos. Ademas, como se muestra
en la Tabla 1 de la seccidon “Alteraciones eritrocitarias”, si los eritrocitos son
grandes como en la macrocitosis, o pequefios como en la microcitosis, la VSG
aumenta o disminuye respectivamente dependiendo del tamano de los
eritrocitos [6].
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3.2.2. Fases de la VSG

La sedimentacion eritrocitaria ocurre basicamente en tres etapas: 1)
Fase de agregacion. Agrupamiento de eritrocitos con formacién de agregados
en forma de “pilas de monedas”. 2) Fase de precipitacion. Periodo donde los
agregados de eritrocitos sedimentan rapidamente a velocidad constante. 3)
Fase de empaquetamiento. En esta Ultima etapa la velocidad de sedimentacién
desacelera al mismo tiempo que se acumulan los eritrocitos en el fondo de la
columna en donde se realiza la prueba [30].

En la Figura 12 se muestra graficamente el comportamiento de la
sedimentacién eritrocitaria (descenso de la interfaz plasma-eritrocito) en
funcion del tiempo, lo cual resulta en una curva sigmoidea, en la que se
presenta la primera fase con descenso lento donde la pendiente de la tangente
a la curva aumenta gradualmente, seguida de la segunda fase con descenso
rapido donde la pendiente practicamente es constante, y finalmente, la tercera
fase con descenso lento donde la pendiente de la tangente a la curva
disminuye gradualmente y se vuelve casi nula al finalizar la sedimentacion de
los eritrocitos.

Fase de agregacion
(Lag)

Sedimentacién Fase de iprecipitacién

(mm)

Fase de empaquetamiento

70
0 & = P Tiempo (minutos) 60
-0., ’,e? O F T -+ -
R - = e P _o- R - -
o ®y ©€o- .S
Ce® ehe e

Figura 12. Curva sigmoidea que representa las fases de la sedimentacion eritrocitaria, en la parte inferior se
observa el efecto de agregacion de los eritrocitos en funcion del tiempo [31].
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El resultado de la VSG reportado a los 60 min puede incluir contribuciones
variables en las tres fases dependiendo de las condiciones de la muestra de
sangre entera [30]. Ademas, la primera fase de agregacion es la mas
importante, ya que la velocidad de todo el proceso dependera del tamafo de
los agregados. Si los agregados son pequefios entonces la sedimentacion sera
lenta, y si los agregados son grandes entonces la sedimentacion sera rapida.

3.3.Métodos manuales para la prueba VSG

Para la determinaciéon de la Velocidad de Sedimentacién Globular
normalmente se emplean dos procedimientos manuales estandarizados: el
método de Westergren y el método de Wintrobe. Ambos tienen sus propias
limitaciones, el método de Westergren es menos sensible a pequefos
aumentos de los factores que causan la sedimentacion de eritrocitos, mientras
que el método de Wintrobe puede dar lecturas bajas incorrectas cuando la VSG
de Westergren es elevada. Los dos métodos son altamente sensitivos a la
relacion plasma-eritrocitos de la muestra [21].

3.3.1. Método de Westergren

El método de Westergren es el mas LA N EAAELEAR:

utilizado tradicionalmente. Fue propuesto .T
como el método de referencia por el
Comité Internacional de Estandarizacién
en Hematologia (ICSH), por lo que es
considerado el estandar de oro para
medir la VSG [30]. Este método es poco
reproducible y sometido a diversas
variables dificiles de controlar, como es la
necesidad de prediluir la sangre con
anticoagulante.

Para llevar a cabo este método se
emp|ea un tubo de sedimentacién o Figura 13. VSG obtenida con el metqdo de
. de W . d idri Westergren, en el cual se observa en una pipeta el
plpeta_ € estf—:rgNren (plpeta e _VI rio desplazamiento de los eritrocitos en mm, de una
especialmente diseflada y estandarizada) muestra de sangre entera después de 1 hora [6].
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con una escala graduada de 200mm en el fondo hasta 0 mm en la parte
superior, y un didmetro interno uniforme de 2.5mm, ver Figura 13. El
procedimiento del método se describe a continuacion:

1. Primero, extraer 2 ml de sangre humana mediante puncidon venosa. Se
recomienda realizar el procedimiento dentro de las 2 horas posteriores a
la extraccién de la muestra si se mantiene a temperatura ambiente, o
dentro de las siguientes 6 horas si se mantiene a 4 °C.

2. Depositar la sangre entera homogeneizada con el anticoagulante
(solucidn de citrato de sodio al 3.8% en una proporcidon de 1:4) en la
pipeta de Westergren, hasta llegar a la marca en 0 mm.

3. En seguida, colocar la pipeta en una gradilla de sedimentacion.
Asegurarse de que la pipeta esté en una posicidon totalmente vertical e
inmovil, exenta de cualquier factor que afecte la sedimentacion y la
temperatura ambiente de (18 — 25) °C. En ese momento poner en marcha
el crondmetro.

4. Después de transcurrida 1hora, leer en mm el desplazamiento de la
columna de eritrocitos (descenso de la interfaz plasma-eritrocito) desde
la marca en 0 mm hacia abajo. El valor de esta distancia expresada en
mm/hora corresponde a la Velocidad de Sedimentacién Globular (VSG).

5. Finalmente, comparar este resultado con los valores normales de
referencia mostrados en la Tabla 2 para su posterior interpretacion.

Una modificacién del método de Westergren que produce los mismos
resultados requiere de sangre anticoagulada con EDTA (&cido
etilendiaminotetraacético) en lugar de la solucién de citrato de sodio. Esto es
conveniente, pues permite medir la VSG usando la muestra del mismo tubo
de sangre que se utiliza para realizar otros estudios de laboratorio clinico.

3.3.2. Método de Wintrobe

El método de Wintrobe es una variante metodoldégica del Método de
Westergren, por lo que el procedimiento es semejante. Las diferencias
consisten en que este método de Wintrobe utiliza una pipeta de Pasteur
Unicamente para depositar la muestra en un tubo de Wintrobe (pipeta de vidrio
especialmente diseflada y estandarizada), el cual es mucho mas corto que la
pipeta empleada en el método de Westergren. Ademas, este método requiere
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de una mezcla de sangre entera con anticoagulante EDTA K3 en una
proporcion de 1:10, para lo cual se requieren al menos 2 ml de muestra.

3.3.3. Valores normales de referencia de la VSG

Los valores normales de referencia de la prueba de VSG varian
principalmente con la edad, el sexo, el ciclo menstrual y las medicaciones [21],
estos valores se muestran en la Tabla 2:

Velocidad de Sedimentacion Globular
(valores normales de referencia)

Grupo Edad Valores
[afios] [mm/hora]

Recién nacidos <02

Ninos <10 < 10

Muieres < 50 < 20

J > 50 < 30

< 50 < 15

Hombres > 50 < 20
Embarazadas 40 - 45

Tabla 2. Valores normales de referencia de la Velocidad de Sedimentacién Globular (VSG) [6].

A partir de 27,912 mediciones de la VSG en adultos entre 20 y 65 afos,
A. Miller y colaboradores propusieron una férmula empirica simple para
determinar los valores normales de referencia de la VSG en hombres y mujeres
sanos [32]:

edad (afos) _ edad (afios) + 10

VSGhombres = 2 ’ VSGmujeres = 2

3.4.Factores que alteran la VSG

Un valor normal de VSG generalmente asegura que nho existe
enfermedad organica, sin embargo, existen numerosos factores y trastornos
con alteraciones proteicas del plasma que afectan este valor [33].
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La VSG se ve aumentada en un amplio rango de enfermedades,
principalmente relacionadas con las proteinas de fase aguda, ademas es mayor
en mujeres que en hombres, lo cual se correlaciona con la diferencia en las
concentraciones de fibrindgeno. Aparte de la edad y el sexo, otras variaciones
que interfieren con la prueba VSG son el embarazo, el parto y el puerperio, lo
cual es explicable por el aumento de fibrindgeno y de la anemia fisioldgica
presente en estas situaciones [6]. En un embarazo normal, el incremento de
fibrindgeno provoca un aumento de la agregacion de eritrocitos y por tanto
una VSG elevada. Asi también, un hematocrito bajo, causa un aumento de la
VSG, probablemente acelerando la agregacion y disminuyendo las fuerzas de
friccion entre los agregados en sedimentacion [21].

La VSG aumenta en la anemia [29], mas en la megaloblastica que por
deficiencia de hierro [30]. Por otro lado, el aumento de VSG acompana a las
infecciones agudas, enfermedades reumaticas, y suele ser muy elevada en la
macroglobulinemia de Waldestrom, enfermedad por crioaglutininas [34]. Las
enfermedades que se caracterizan por hiperfibrinogenemia como
inflamaciones, infecciones, necrosis tisular, o aumento de inmunoglobulinas
como el mieloma multiple y otras inmunoglobulinopatias presentan alta VSG.
En cambio, la presencia de sustancias como lecitinas, acidos grasos,
medicamentos como quinina, fenilbutazona, salicilato de sodio vy
tiosemicarbazona pueden disminuir la VSG al inhibir la agrupacion en pilas de
monedas, que ademas es especialmente baja en la policitemia, anormalidades
de eritrocitos (hemoglobinopatias, esferocitosis, anemia falciforme),
hipofibrinogenemia e insuficiencia cardiaca congestiva. En la Tabla 3 se
presentan algunos de los factores antes mencionados que intervienen con un
incremento o disminucion de la VSG.

3.5.Limitaciones de |la prueba VSG

La VSG es una prueba altamente inespecifica, con falta de sensibilidad,
valor predictivo positivo y valor predictivo negativo, que depende de métodos
manuales cuya duracién es alrededor de una hora, e implica un alto riesgo
profesional por los accidentes relacionados con las pipetas de vidrio empleadas
para realizar la prueba, teniendo en cuenta que las muestras pueden ser
portadoras de infecciones. Como consecuencia, la VSG como prueba de
laboratorio tiene baja utilidad clinica, sus limitaciones la muestran como una
prueba obsoleta y candidata a ser retirada de los laboratorios clinicos para
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sustituirla por pruebas con mayor sensibilidad, especificidad y mejor
desempenio analitico, tales como los reactantes de fase aguda, en particular la
proteina C reactiva y los marcadores tumorales [6].

Factores que alteran la VSG

Incremento 7 Disminucion |

Eritrocitos
Anemia Policitemia
Hematocrito bajo Hematocrito alto
Macrocitosis Microcitosis

Anisocitosis (marcada)
Esferocitosis, Acantocitosis
Células falciformes, Drepanocitosis J
Talasemia

Leucocitos
Leucemia | Leucocitosis (marcada)
Proteinas plasmaticas y Lipidos
Fibrindgeno(“A, Globulinas(“A Albumina(®®
Fosfolipidos(“®, Lecitinas(c”
Acidos grasos

Condiciones clinicas

Recién nacidos
Insuficiencia cardiaca congestiva
Caquexia

Envejecimiento
Mujeres, Menstruacion
Embarazo, Parto, Puerperio
Malignidad, Mieloma multiple
Enfermedades reumaticas
Infecciones agudas, Sifilis
Artritis reumatoide, Gota
Diabetes mellitus

Medicamentos

Vitamina A, Penicilamina Cortisona, Quinina

Procainamida, Heparina
Dextrano, Teofilina

Salicilato, Fenilbutazona
Tiosemicarbazona, Etambutol

Manejo de muestras y Técnica

Muestra refrigerada
Temperatura ambiente alta
Tubo de sedimentacién inclinado
Vibracion

Muestra coagulada
Temperatura ambiente baja
Diametro de tubo estrecho
Presencia de burbujas
Retraso en la prueba

Tabla 3. Factores que intervienen con un incremento o disminucién de los valores normales de la Velocidad de
Sedimentacion Globular (VSG) en distintas categorias. (CA: concentracion alta en el plasma sanguineo) [33].
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De acuerdo con lo anterior, una opcidon para no descartar del todo el
significado de la prueba VSG tradicional del laboratorio clinico, es estudiando
la sedimentacion eritrocitaria empleando la Técnica Fotoacustica, la cual no
depende de mediciones visuales, sino de la deteccion ultrasdnica propia de la
muestra de sangre. Dadas las “Ventajas de la TFA” debidas al tipo de muestra,
se puede obtener informacidon caracteristica y mas completa a partir de la
interpretacion de sefiales fotoacusticas.

3.6.Ley de Stokes

Desde el punto de vista fisico, el fendomeno de la sedimentacidn
eritrocitaria depende de los siguientes factores: el tamafio de los eritrocitos,
la diferencia de densidad entre los eritrocitos y el plasma, y la viscosidad del
plasma. Estos tres factores mencionados se pueden relacionar entre si a través
de la Ley de Stokes.

La Ley de Stokes se refiere a la fuerza de resistencia que experimentan
las particulas moviéndose dentro de un fluido con viscosidad constante, con
flujo laminar y de bajo niumero de Reynolds?°® [35]. En general, es valida en el
movimiento de particulas esféricas, discretas?' y pequefias moviéndose a
bajas velocidades, usualmente puede escribirse asi:

Fstokes = 6TRNV (3.1

donde R es el radio de las particulas, n la viscosidad del fluido o liquido en que
estan inmersas, y v es la velocidad de las particulas.

De acuerdo con el diagrama de cuerpo libre en la Figura 14, tenemos solo
dos interacciones de la particula con otros cuerpos del universo, con la Tierra
que las atrae hacia abajo por su peso mg, y con el fluido en que estan
sumergidas que produce dos fuerzas sobre ellas, el empuje estatico F,,,, y la

20 E| ndmero de Reynolds es un nimero utilizado para caracterizar el movimiento de un fluido, su valor indica si se
trata de un flujo laminar (nimero de Reynolds pequefio) o turbulento (nimero de Reynolds grande).

21 |Las particulas discretas son aquellas particulas que no cambian de caracteristicas (forma, tamafio y densidad)
durante el movimiento.
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resistencia viscosa F,,ies- La velocidad de sedimentacién de las particulas
cayendo verticalmente en un fluido viscoso debido a su propio peso es
constante, ya que al aumentar la velocidad aumenta la fuerza viscosa y se
reduce la aceleracion, en el limite en que la aceleracion se hace nula la
velocidad se hace constante alcanzando su valor limite. Por tanto, cuando la
fuerza neta sobre la particula es cero, la siguiente relacién se hace valida:

Femp Fstokes
z F, =ma, =0 (3.2)
Fstokes + Femp =mg (3.3)
v
6mRNv + pll’quarg = pparv;)arg (3.4)
y
|74 — oV,
Lx v = PparVpar9d — PiiqgVpar9 (3.5)
6T Rn
mg
v — Dy
Figura 14. Diagrama de cuerpo libre de una v = parg(ppar 'Dllq) (3_6)
particula esférica cayendo en un fluido 6TRn
Viscoso.

donde g es la aceleracion de la gravedad, p,,, €s la densidad de las particulas,
piiq €s la densidad del fluido y v es la velocidad de sedimentacion o caida limite
de las particulas. Ahora, como el volumen de la particula se considera para
una esfera V4, = %nR3, entonces la llamada velocidad de Stokes vy s €S:

_ ZRzg(ppar - pliq) (3.7)

9n

Vstokes

Sin embargo, la Ley de Stokes no se puede aplicar integramente a la
sedimentacién de eritrocitos porque estas particulas no son esféricas, tienen
forma de discos biconcavos (ver Figura 8). En principio, se tiene que utilizar un
factor de correccidon experimental por no esfericidad k, por lo que la Ley de
Stokes se tiene que corregir de la siguiente manera, Fyoxes = k6mRnv donde k

Velocidad de Sedimentacion Globular (VSG) 37



es inferior a la unidad. Asi, la expresion de la velocidad de Stokes para
eritrocitos inmersos en plasma sanguineo se puede representar como:

v _ Veritrosg (peritros - pplasma) _ ZRzg(peritros - pplasma)
stokes 67TRkT] 9k7]

(3.8)

Es evidente que la velocidad de sedimentacion se incrementa con un
aumento comparativamente pequefio en R, siendo esta la razén por la cual
Fahraeus atribuyd el aumento de la VSG a un aumento en el tamaino de los
agregados de eritrocitos [26].

Adicionalmente, el tiempo de sedimentacion t,,,; se obtiene al considerar
gue las particulas caen una determinada distancia D con velocidad constante,
y se utiliza la velocidad de Stokes de la Ecuacién 3.8 considerando que las
particulas no son esféricas:

D Dé6rRkn _ DO9kn
Used Vparg(ppar - pliq) ZRzg(ppar - pliq)

tsea = (3.9)

Dado que el tiempo de sedimentacién depende de la diferencia de
densidades de las particulas y el liquido, entonces cuando la densidad de las
particulas es ligeramente mayor que la densidad del liquido, como el caso de
los eritrocitos y el plasma, entonces este factor es ligeramente mayor a cero,
por lo que el tiempo de sedimentacién se incrementa demasiado. El tiempo de
sedimentaciéon es afectado por la forma de la particula, y se incrementa para
el caso de particulas no esféricas comparado con el de particulas esféricas.

Por otra parte, dado que la férmula de Stokes no es del todo vaélida al
aplicarla a la sedimentacién eritrocitaria, se ha propuesto una teoria fisica en
la cual S. Oka propone una férmula que incluye el efecto del flujo ascendente
del plasma y es aplicable al aumento de la VSG debido al crecimiento de los
agregados de eritrocitos [36]. Para el desarrollo de esta teoria se utilizan
algunos resultados de investigaciones experimentales sobre la sedimentacion
de eritrocitos con y sin agregacion.
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3.6.1. Sedimentacidn de eritrocitos sin agregacion

Para la sedimentacién de eritrocitos humanos sin agregacién, Groom y
Anderson observaron microscépicamente la caida de eritrocitos en una
solucién de Ringer?? [37], notaron que las orientaciones celulares en cualquier
instante son aleatorias, por lo que concluyeron que un eritrocito puede
considerarse como una esfera de radio efectivo R.f = k,a = 0.71a, donde k, es
una constante cuyo valor medio depende de la orientacidén del disco durante
la caida, y a es el radio del disco bicdncavo. Ademas, Groom y Anderson
también encontraron a través del estudio de la velocidad de sedimentacion,
que el valor medio del radio de Stokes de los eritrocitos es de 2.58 um [37].
Basandose en lo anterior, S. Oka propone escribir la fuerza de resistencia
viscosa sobre un eritrocito como:

Fstokes = 67TRefnvf (3.10)

donde f es un parametro de deformabilidad adimensional menor que la
unidad, dado que los eritrocitos no son rigidos, el efecto de deformabilidad es
importante en la fase de empaquetamiento de la sedimentacion eritrocitaria.

Ademas, también se considera que el efecto de las paredes del tubo en
la medicidon de VSG es generalmente despreciable. El nimero de Reynolds para
la sedimentacion de los eritrocitos es bajo, del orden de 107°, lo cual es
insignificante comparado con la unidad. Y no es necesario considerar el efecto
de la difusion?3 de particulas, ya que un eritrocito no realizard un movimiento
browniano activo que impida que sedimente, debido a que su tamafo es
considerablemente grande, del orden de um [36].

La velocidad de sedimentacion de eritrocitos esta influenciada por la
presencia de otras particulas, pues se observa en la interfaz que cuando los
eritrocitos descienden se presenta un flujo ascendente de plasma [38], por
tanto, la velocidad de sedimentacién v,.; se hace menor que la velocidad de

22 a solucidn de Ringer es utilizada para reponer fluidos, en ella no ocurre la agregacién de eritrocitos, y esta
compuesta a base de sales inorganicas, principalmente sodio, potasio y calcio.

3 |3 difusién es un proceso fisico irreversible, en el que las particulas se mueven de una regién de mayor
concentracion a una region de menor concentracion hasta conseguirse una distribucion uniforme.
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Stokes vgpres [36]. La relacion vg.,/veokes €5 Una funcion decreciente de la
fraccidn de volumen H de las particulas ¢(H) = vgoq/Vstores- D€ acuerdo con lo
anterior, la velocidad de sedimentacién se puede representar como:

v — Veritrosg (peritros - pplasma)¢(H)
e 6 RN (H)f

(3.11)

donde V,.itros €S €l volumen y R, el radio efectivo de los eritrocitos, g es la
constante de la aceleracion debida a la gravedad, p,,its €S la densidad de los
eritrocitos, pyasmq €S la densidad del plasma, H es la fraccion de volumen de
eritrocitos (hematocrito), ¢(H) es un factor de reduccién debido al flujo
ascendente del plasma, n(H) es la viscosidad de la sangre, y f es el parametro
de deformabilidad de los eritrocitos.

A partir de la curva de sedimentacién Y(t), donde Y es la distancia de la
interfaz plasma-eritrocito desde la parte superior, es decir, la altura del liquido
sobrenadante en el tiempo ¢, entonces tenemos que v, = dY(t)/dt, donde se
considera que la fraccion de volumen de eritrocitos H en la interfaz cambia con
el tiempo, permanece constante mientras la curva de sedimentacion es lineal
y aumenta con la desaceleracion de la caida [38]. Esto conduce a S. Oka a
afirmar que la curva de sedimentacién eritrocitaria sin agregacion nunca se
convierte en una sigmoide [36].

3.6.2. Sedimentacién de eritrocitos con agregacion

La sedimentacion de eritrocitos en plasma se acompafa de agregacion,
y las curvas de sedimentacion se vuelven sigmoideas [36]. De acuerdo con la
Ecuacién 3.11, la curva sigmoidea solo es posible cuando V,,s/R.y @aumenta
con el tiempo. Cuando ocurre la agregacion durante la sedimentacion se
muestra una distribucion del tamafio de los agregados, pero este se supone
uniforme en cualquier momento [39]. Introduciendo un radio efectivo R,,(t)

de un agregado en el tiempo t entonces tenemos V,,(t) = gnRgg(t), donde V,4(t)

es el volumen de un agregado en el tiempo t. Por lo que |la Ecuacién 3.11 puede
generalizarse en la forma:
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v _ Zg (peritros - pplasma)Rczlg(t)¢(H)
o M (H)f

(3.12)

La curva de sedimentacion estd determinada por v,,,; = dY(t)/dt, donde
consecuentemente se tiene que d?Y(t)/dt? > 0 en la fase de agregacién, ya que
R.4(t) aumenta con el tiempo, por lo tanto, se asegura una curva sigmoidea.

De acuerdo con la teoria, es claro que la VSG estd marcadamente
influenciada por la agregacién de eritrocitos, por lo que se anade un parametro
adimensional para la agregacién a = (N/3 — 1), ademas se considera el tiempo
de sedimentacién t y el tiempo de retardo para la agregacién A (12 fase:
crecimiento de los agregados). De forma general S. Oka presenta la siguiente
expresion:

2

b= 29 (Peritros ;np(,:g?a)}zgfmy) [1 .\ (N% ~ 1) (1 B e_5>] o

donde R,, es el radio efectivo de un eritrocito y N es el numero de eritrocitos
del que estd compuesto el agregado final. Cuando t>» 1 la curva de
sedimentacién sera lineal. En conclusion, la VSG se incrementa con el aumento
del tamafo del agregado final y con la disminucion del tiempo de retardo para
la agregaciéon [36]. En el “Anexo B” se realiza una estimacién comparativa de
la VSG a partir de la Ecuacién 3.13, para las muestras de sangre entera sana,
con diagnéstico de anemia y dislipidemia, estudiadas en este trabajo.
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4. Metodologia

En este capitulo se da una descripcidn especifica del equipo basico
utilizado, la forma en que se trabajé con las muestras de sangre entera, el
arreglo del equipo experimental, y el procedimiento general que se llevd a
cabo para la obtencidon de los resultados.

4.1.Equipo basico

El equipo basico utilizado para llevar a cabo la TFA consiste de: 1) un
laser pulsado Nd-YAG Quantel Brilliant b (Q-Switched) como fuente de
excitacion, 2) un osciloscopio digital Tektronix DPO 5204B, 3) un sensor
piezoeléctrico TE Connectivity LDT1-028K como detector de vibraciones, 4) un
fotodiodo Thorlabs PDA10A, y 5) una celda de cuarzo Sigma-Aldrich Z276669.

4.1.1. Laser Pulsado Nd-YAG

El laser pulsado Nd-YAG (acrénimo del inglés neodymium-doped yttrium
aluminium garnet) es un dispositivo de emision /aser?* de estado sdlido, cuyo
medio activo es un cristal YAG (Yttrium Aluminium Garnet) dopado con
neodimio trivalente. Tiene una emisién caracteristica en el infrarrojo cercano,
y de acuerdo con su sistema de bombeo puede operar como laser pulsado
cuando es excitado usando ldmparas de xendn, lo que significa que este tipo
de laser es capaz de iluminar por periodos temporales (flashes), es decir, emite
luz en forma de pulsos de corta duracion con un patrén de repeticion,
particularidad que lo diferencia del laser CW que emite luz de forma continua.

En el arreglo experimental se usé un laser pulsado Quantel Brilliant b
(Q-Switched), cuya longitud de onda de emisidn es 1064 nm, pero mediante el
uso de méddulos intercambiables (espejos dicroicos usados como separadores
armoénicos) se puede ampliar su capacidad para generar longitudes de onda

24 Un ldser (acrénimo del inglés light amplification by stimulated emission of radiation) es una fuente luminosa que
produce un haz de luz colimado, aproximadamente monocromatico, y altamente coherente tanto espacial como
temporalmente.
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de 532,355,266, y 213 nm [40]. La frecuencia de repeticidén del pulso es de 10 Hz,
la duracidn o anchura del pulso es de 5ns, y la energia maxima que puede
alcanzar es de 400 mJ/pulso [41]. Para este trabajo se irradié convenientemente
a las muestras utilizadas Unicamente con una longitud de onda de 532 nm y
una energia promedio de aproximadamente 1.8 m]/pulso.

4.1.2. Osciloscopio digital

El osciloscopio digital es un instrumento electrénico que muestra
oscilaciones de ondas o sefales eléctricas de manera grafica, las cuales son
generadas en respuesta a determinados estimulos fisicos, como sonido,
tensidn mecanica, presion, luz o calor.

En este caso se usé un Tektronix DPO 5204B Digital Phosphor
Oscilloscope [42], con un ancho de banda de 2GHz y una velocidad de
muestreo de 10 GS/s. El osciloscopio dispone de cuatro canales analdgicos para
la adquisicidon de la informacién, de los cuales se utilizd uno para la conexion
del fotodiodo y otro para el sensor piezoeléctrico de PVDF. Todos los datos
fueron exportados a través de una memoria USB para ser procesados en una
computadora.

4.1.3. Sensor piezoeléctrico PVDF

Un sensor piezoeléctrico es un dispositivo disefiado para detectar
fendmenos fisicos a través del efecto piezoeléctrico?®, por lo que es aplicable
para medir presion, tension, deteccion de movimiento, vibracién o impacto.

El fluoruro de polivinilideno (PVDF) es el polimero piezoeléctrico mas
desarrollado. Este material en forma de lamina delgada es flexible, por lo que
suele emplearse cominmente como sensor de contacto y transductor acustico
[43]. ElI PVDF tiene varias ventajas comparado con otros piezoeléctricos: es

% El efecto piezoeléctrico fue descubierto en 1880 por Jackes y Pierre Curie en cristales de cuarzo. El fenémeno se
produce en determinados sistemas cristalinos y consiste en la aparicion de una polarizacién eléctrica en un material
al deformarse bajo la accion de un esfuerzo mecanico. Es un efecto reversible, pues aparece una deformacién cuando
se aplica una diferencia de potencial eléctrico entre dos caras del material.
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resistente, ligero, tiene una elevada resistencia a altas temperaturas, estable
ante radiacion UV, alta rigidez y resistencia a la deformacién, buena resistencia
mecanica, baja conductividad térmica, alta resistencia a quimicos y corrosion,
presenta un amplio ancho de banda, rapida respuesta electromecanica, y es
bioldgicamente compatible. El polimero tiene baja constante dieléctrica, baja
rigidez eldstica y baja densidad, lo cual da como resultado sensores de
excelente sensibilidad. Otras caracteristicas atractivas del material polimérico
piezoeléctrico frente al cerdmico son su baja impedancia acustica y mecanica,
y tiene una constante de deformacion piezoeléctrica mas baja, pero una
constante de tension piezoeléctrica mucho mas alta, su salida de alto voltaje
es alrededor de diez veces mayor para la misma entrada de fuerza, por lo que
los sensores poliméricos son mejor valorados que los ceramicos [44].

La aplicacion de estos piezoeléctricos se incluye en micréfonos,
altavoces, dispositivos de ultrasonido, dispositivos de conversion de energia,
actuadores, sensores tactiles, hidréfonos, controles de vibracion, y dispositivos
para medir tension, aceleracion y propiedades épticas [45]. Las aplicaciones
en el campo de la medicina se dan en el monitoreo de la respiracion, medicidon
de pulso arterial, y distribucién de presidén entre cuerdas vocales.

En el arreglo experimental de este trabajo se usé un LDT1-028K Piezo
Sensor de PVDF de TE Connectivity’s Measurement Specialties [46], el cual no
requiere de una fuente de alimentacidon externa, y puede utilizarse como
sensor de vibracion o impacto, produciendo como salida una sefal eléctrica
cuando se le aplican fuerzas al area de deteccion. Las dimensiones de la lamina
transparente de poliéster (Mylar) que protege a la pelicula piezoeléctrica son
41.40 mm X 16.26 mm con un espesor de 1.57 mm; el rango de temperatura de
funcionamiento es de (0—70)°C; y el voltaje de salida es de (10 — 100) mV,
dependiendo del impacto e impedancia del circuito. Ademas, la frecuencia mas
baja medible con una pelicula piezoeléctrica es del orden de 1073 Hz, y puede
detectar frecuencias hasta de 10° Hz [47].

En la Figura 15 (A) se muestra la sefal de respuesta correspondiente al
sensor piezoeléctrico de PVDF TE Connectivity LDT1-028K al ser irradiado
directamente con el laser pulsado, usando una longitud de onda de 532 nm y
una energia de 1.8 mJ/pulso. En la Figura 15 (B) se presenta la Transformada
rapida de Fourier (FFT) aplicada a la misma sefal de respuesta.
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Respuesta del sensor piezoeléctrico PVDF
(TE Connectivity LDT1-028K)
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Figura 15. (A) Sefial de respuesta del LDT1-028K Piezo Sensor de PVDF irradiado directamente por el laser pulsado
con una longitud de onda de 532 nm y una energia de 1.8 m]/pulso. (B) Transformada rapida de Fourier (FFT)
aplicada a la misma sefial de la Figura (A).

4.1.4. Fotodiodo

Un fotodiodo es un dispositivo que puede utilizarse como detector de luz,
gue es capaz de generar una corriente eléctrica proporcional a la cantidad de
iluminacion. El material empleado en la composicion del fotodiodo es un factor
importante para definir sus propiedades, la sensibilidad a determinados
intervalos de longitud de onda depende del material semiconductor.

En este trabajo se utilizé un Thorlabs PDA10A Silicon Amplified Detector
[48] como mecanismo de disparo del osciloscopio, para observar y estabilizar
la sefial fotoacuUstica detectada por el sensor piezoeléctrico. Ademas, esta
disenado para detectar sefales de luz, en este caso pulsos laser, que pueden
tener una longitud de onda desde (200 — 1100) nm, con un ancho de banda de
150 MHz y un area activa de 0.8 mm?. Este tipo de detector es recomendable
para medir fuentes de luz continua o pulsada.
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4.1.5. Celda de cuarzo

La celda de cuarzo es una cubeta donde se introducen muestras liquidas,
es transparente y sin impurezas que puedan afectar la lectura durante los
experimentos de espectroscopia. El cuarzo tiene un elevado grado de pureza,
por lo que debido a su transparencia sus propiedades dpticas son mejores que
la de los vidrios tradicionales, es capaz de transmitir en su mayor parte la
radiacion perteneciente al espectro de la radiacidn visible y ultravioleta.

En el arreglo experimental se usdé una celda de cuarzo Sigma-Aldrich
Z276669 rectangular estandar cuyo volumen es de 3.5 ml, sus dimensiones son
de 48 mm x 12.5mm x 12.5 mm, con una longitud de trayectoria dptica de 10 mm,
su rango de transmision espectral es de (170-2700)nm [49] y su
transmitancia es superior al 80 % para haces de longitud de onda de 532 nm, la
cual fue utilizada en este trabajo.

4.2.Muestras: Preparacion

En este trabajo se emplearon muestras de sangre entera pertenecientes
a tres grupos principales: 1) muestras de sangre provenientes de donadores
sanos, 2) muestras de sangre rechazadas por el Banco de Sangre por ser
catalogadas con dislipidemia, y 3) muestras de sangre de pacientes
diagnosticados con anemia hemolitica.

Las muestras provenientes de donadores sanos y muestras catalogadas
con dislipidemia fueron proporcionadas por el Banco de Sangre, mientras que
las muestras de sangre diagnosticadas con anemia hemolitica fueron
proporcionadas por el Laboratorio de Hematologia Especializada (LHE). Todas
las muestras otorgadas se encontraban centrifugadas sin presencia de
hemodlisis?®. Las muestras se transportaron con precaucién al laboratorio de la
Unidad de Investigacion y Desarrollo Tecnoldgico (UIDT) situado en el mismo
Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga” (HGM).

% La hemdlisis es visible después de la centrifugacion de las muestras, donde el plasma sanguineo muestra una
coloracidn rojiza, es un factor de interferencia importante en las mediciones de laboratorio, algunas veces no se
aprecia visualmente, por lo que puede provocar resultados erréneos [50].
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La determinacién de que las muestras de sangre provinieran de
donadores sanos se establecid con base en los valores y especificaciones de la
biometria hematica y serologia?’ proporcionadas por el Banco de Sangre.
También se proporcionaron las biometrias hematicas correspondientes a las
muestras de anemia hemolitica por parte del LHE. Dado que las personas con
dislipidemia no fueron aceptados para donacién en Banco de Sangre, no se les
realizaron estudios clinicos a estas muestras.

La preparacion de las muestras para ser medidas en el laboratorio es un
proceso simple. Antes de extraer la sangre contenida en el Tubo Vacutainer?®
con el anticoagulante, la muestra se debe mezclar cuidadosamente bajo un
procedimiento de homogenizacion como en la Figura 16 para conservar la
concentracion de células de forma homogénea en todo su volumen, esto
debido a que las muestras proporcionadas se encuentran bajo un proceso de
centrifugacion en el que se separan los componentes principales de la sangre
entera, o bien, con el tiempo se produce la sedimentacién de células por
diferencia de densidad, de ahi el hecho de que los eritrocitos tiendan a ir al
fondo del Tubo Vacutainer y el plasma quede en la parte superior.

&= Q=

8 GIRCS 8 GIROS 8 INVERSIONES

Figura 16. El procedimiento de homogenizacién de la sangre entera consiste en un mezclado de 8 X 8 X 8, en el que
se toma el Tubo Vacutainer y se rota suavemente 8 veces de forma vertical hacia arriba, 8 veces de forma vertical
hacia abajo y 8 veces simulando el movimiento en forma de un nimero ocho, procurando no realizar movimientos
bruscos que provoquen dafio a las células eritrocitarias (Imagen tomada del Laboratorio de Banco de Sangre).

27 La serologia es un estudio de laboratorio fundamental para realizar donaciones de sangre, permite detectar
infecciones o que tanto el individuo es inmune a una infeccidon o enfermedad especifica, tales como el sarampidn,
rubeola, VIH, hepatitis, sifilis, entre otras.

B E| Tubo Vacutainer es un tubo de plastico para la recoleccién de sangre entera, es utilizado en el laboratorio clinico,
se identifica con un tapdén de color violeta, y contiene como aditivo el anticoagulante EDTA (acido
etilendiaminotetraacético), el cual se mezcla con la sangre cuando se recolecta y tiene la funcion de preservar la
muestra retrasando la coagulacién, esto permite tener una menor probabilidad de hemdlisis.

Metodologia 47



Una vez que la sangre entera se encuentra completamente
homogeneizada, se extrae directa e inmediatamente del Tubo Vacutainer para
vaciarla adecuadamente en la celda de cuarzo.

Es importante mencionar que el transporte y manejo de las muestras se
debe realizar con delicadeza para evitar que las células eritrocitarias sean
dafadas. De esta manera no se provoca el fendomeno de la hemdlisis [50], lo
cual puede interferir con las mediciones realizadas en este trabajo. Ademas,
se debe utilizar en todo momento: guantes de latex, bata, tapabocas y gafas
protectoras de radiacion laser, como medida preventiva de seguridad.

4.3.Arreglo experimental

El arreglo del equipo basico y la configuracién utilizada para la deteccién
de sefiales fotoacusticas correspondientes al monitoreo de la sedimentacién
de eritrocitos de muestras de sangre entera, se muestra en la Figura 17. Este
arreglo se describe a detalle en la siguiente seccién “Procedimiento General”.

o
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| Fotodiodo
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Figura 17. Arreglo experimental y configuracion esencial para la deteccidn de sefiales fotoacusticas de una muestra de
sangre entera. La muestra colocada al interior de la celda de cuarzo fue irradiada directamente por el Iaser pulsado
Nd-YAG con una longitud de onda de 532 nmy una energia de 1.8 m]/pulso.

Celda de cuarzo
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4.4.Procedimiento General

Las sefales fotoacuUsticas se obtuvieron después de cerciorarse que la
muestra de sangre entera?® es capaz de absorber la longitud de onda de 532 nm
emitida por el laser pulsado. Esto se confirmd obteniendo su espectro de
absorcion optico, el cual se muestra mas adelante en la seccién “Espectros de
Absorcion” en el Capitulo 5. Asi se garantiza la absorcion de luz verde por parte
de la muestra, y por consecuencia la generacién del efecto fotoacustico.

Se trabajé en un entorno de temperatura controlada, alrededor de 20 °C.
Previamente a irradiar la muestra de sangre entera con el laser pulsado,
primero se homogeneizd dentro del Tubo Vacutainer con anticoagulante, tal
como se describe en la seccidon “Muestras: Preparacion”. Inmediatamente
después, la sangre homogeneizada fue cuidadosamente vertida dentro de la
celda de cuarzo a un volumen fijo, para esto se tomaron 2 de los 3.5ml que
contiene el Tubo Vacutainer. Este volumen se utilizd convenientemente
considerando que el spot del |aser se mantuvo a una altura fija, ver Figura 18.

Luego, de acuerdo con el arreglo experimental de la Figura 17, la celda
de cuarzo con muestra se colocd dentro de una caja que funciona como
soporte; ésta se montd a una distancia de 40 cm de la fuente de iluminacién
laser, procurando que la cara frontal de la celda de cuarzo se encontrara de
manera transversal a la trayectoria del laser. El sensor piezoeléctrico de PVDF
fue acoplado a la cara trasera de la celda usando cinta doble-cara. Y la caja
ayudo a mantener de manera controlada el acoplamiento de la celda con el
sensor piezoeléctrico por medio de un ajuste mecanico usando tornillos. Dicho
sensor se conectd a través de un cable coaxial con BNC (Bayonet Neill-
Concelman) que fue conducido a uno de los canales del osciloscopio.

El monitoreo se inici6 tomando en cuenta que la muestra estaba
totalmente homogeneizada (Figura 18 A), entonces se tomd como distancia
inicial el limite superior del liquido. Se ilumind la muestra con laser y se
comenzo a tomar el tiempo de sedimentaciéon con el crondmetro. Los datos de
las senales obtenidas fueron capturados cada 2 o 4 min. Conforme se dio el

2 En la sangre entera, la hemoglobina son las moléculas que absorben la luz, y estas se distribuyen uniformemente
dentro de los eritrocitos. La hemoglobina es la responsable de los efectos térmicos iniciales después de la absorcion
del pulso laser [20].

Metodologia 49



proceso de sedimentacion de eritrocitos, la zona de la muestra irradiada por
el laser tenia una concentraciéon cada vez menor (Figura 18 B). El monitoreo
finalizd una vez que los eritrocitos sedimentaron lo suficiente como para que
el spot del laser irradiara completamente al plasma (Figura 18 C). Se detuvo el
crondmetro y se tomo6 como distancia final el limite inferior del spot, el cual se
encontrd justo por encima de la interfaz plasma-eritrocito. Se registr6 el
tiempo transcurrido (medido en min) y la distancia total recorrida por los
eritrocitos dentro de la celda (medida en mm). En el momento en el que el spot
le pegd directamente al plasma ya no se observd senal fotoacustica en la
pantalla del osciloscopio (Figura 18 C).

Tiempo Tiempo Tiempo

Radio del spot

Rpor = 0.2 cm

(A) (B) © (D)

Figura 18. Esquema del monitoreo en el que se representa la zona iluminada por el laser pulsado de una muestra de
sangre entera durante el proceso de sedimentacidn eritrocitaria. (A) En el tiempo inicial la muestra esta totalmente
homogeneizada, se corre el crondmetro. (B) En este tiempo la zona iluminada por el ldser tiene menor concentracion
de eritrocitos. (C) En este tiempo la sedimentacién eritrocitaria es suficiente para que el spot del laser no ilumine a
los eritrocitos, se detiene el crondmetro. Para efectos de claridad no se dibujd la caja con tornillos de la Figura 17.
(D) Tamafio del spot del laser que ilumina la muestra (detectado con papel fotosensible y cuya circunferencia fue
delineada para una mejor apreciacion).

Un aspecto importante es que la energia de salida del laser irradiada
sobre la muestra se calculd midiendo la potencia del spot del laser con un
delay de FL — QS Dly = 425 ps (ajuste con control remoto del tiempo de retardo
entre la lampara de flash y el orden de disparo del Q-Switch), para esto se uso
un potencidmetro y se obtuvo una lectura en potencia de P = 18 mW, ademas
considerando que la frecuencia de repeticion de los pulsos del laser es f =
10 Hz, entonces la energia irradiada equivale a E = PT = P/f = 18 mW/10 Hz =
E = 1.8 mJ, siendo ésta la energia elegida para la observacion de sefiales FA
nitidas, de buen tamafio y bien definidas, ademas de plantear como propdsito
irradiar las muestras con la menor cantidad de energia para no dafiar a las
células. Conocida la energia irradiada E = 1.8 mJ/pulso y el tamafio del spot,
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cuyo radio fue Ry, =0.2cm (Figura 18 D), entonces en la Ecuacién 4.1 se
presenta la fluencia.

P> d L.8m) F=1432 2
=" = = = 14.
A T[(Rspot)z T[(OZ Cl’n)2 m]/cm (4‘1)

Cabe sefialar que en la UIDT se realizd un estudio para verificar que con
este valor de energia/fluencia no se producen alteraciones relacionadas con la
morfologia de los eritrocitos después de ser irradiados por el laser. Esto se
realizd a través de contar la viabilidad de las células mediante frotis de sangre
entera [51]. En trabajos publicados en los que se usan pulsos laser se ha
reportado que la viabilidad de las células de levadura disminuye a medida que
la fluencia del laser aumenta de 85 a 1500 mJ/cm? [52]. Y, en estudios de células
eritrocitarias individuales, usando una longitud de onda de 532 nm, se encontrd
gue la probabilidad de dafio inducido por laser en fluencias por debajo de
2500 mJ/cm? es nula, mientras que el umbral de dafo se encuentra dado por
una distribucién normal con un valor medio de 4350 mJ/cm?. Ademas, la regla
general afirma que cuanto mejor sea el estado de la célula, menor sera su
umbral de dafio por laser [20]. Considerando lo anterior, en este trabajo se
utilizé una fluencia muy por debajo de estos valores reportados, por lo que se
puede asegurar que no se generd dafio a los eritrocitos.

Las sefiales eléctricas se visualizaron de forma estatica en el osciloscopio
seleccionando una escala vertical (voltaje) de 1 mV/div y una escala horizontal
(tiempo) de 2 ps/div (de un total de diez divisiones mostradas en la pantalla),
se capturaron 100,000S (puntos o muestras) por cada archivo de datos
correspondiente a cada una de las mediciones por cada tiempo durante el
monitoreo, por tanto la velocidad de muestreo fue v,, = (100,000 S)/(2 ps)(10) =
5GS/s. Los archivos de datos se salvaron en archivos de valores separados por
comas (.csv), y se fueron transfiriendo a la computadora para almacenar la
informacidén en una base de datos con el software OriginPro.

El procedimiento anterior se realizd para un total de 42 muestras de
sangre entera, de las cuales 11 fueron de donadores sanos, 15 de pacientes
diagnosticados con anemia hemolitica, y 16 de personas rechazadas por el
Banco de Sangre por ser catalogadas con dislipidemia.
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5. Resultados y Analisis

En este capitulo se muestran los resultados obtenidos al llevar a cabo lo
descrito en la seccién “Procedimiento General” del Capitulo 4 “Metodologia”. Los
valores de la Velocidad de Sedimentacion Globular (VSG) de los grupos de
sangre entera se obtuvieron y analizaron mediante dos métodos: Método
Visual (MV) y Método FotoacuUstico (MF); cada método sera presentado y
descrito en este capitulo por separado. Las sefales fotoacusticas se guardaron
en archivos de datos (.csv) salvados del osciloscopio digital, y se procedi6 a
exportarlos a wuna computadora para analizarlos utilizando distintas
herramientas matematicas del software OriginPro. El analisis estadistico se
llevd a cabo usando herramientas del software SPSS Statistics.

5.1.VSG con Método Visual (MV)

Para calcular la VSG mediante lo que llamamos el Método Visual, se
considerd, de lo descrito detalladamente en el “Procedimiento General”, lo
siguiente: con base en la Figura 18, después de homogeneizar la muestra de
sangre y colocarla en la celda de cuarzo, se tomd como distancia inicial el
limite superior del liquido, luego se procedié a iluminar la muestra con el laser
y se comenzd a tomar el tiempo, después de que los eritrocitos sedimentaron
lo suficiente como para que el spot del laser estuviera encima de la interfaz
plasma-eritrocito, entonces se registré el tiempo en min y la distancia final en
mm. Con la distancia recorrida y el tiempo de sedimentacién se obtuvieron los
valores de la Velocidad de Sedimentacion Globular a través del Método Visual
(VSG MV), mostrados en la Tabla 4. El tiempo medido originalmente en min fue
transformado a horas para calcular las velocidades con unidades de mm/hora.

5.1.1. Tabla de Datos

En la Tabla 4 se muestran los ID de las muestras, la medicién de
Distancia y Tiempo para calcular la VSG a través del Método Visual (VSG MV).
Las muestras son ordenadas por grupos de acuerdo con la siguiente
clasificacion: Sana, Anemia Hemolitica y Dislipidemia de grado 3+ vy 4 +.
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Velocidad de Sedimentacion Globular

(Método Visual)

# ID Distancia Tiempo VSG MV # 1ID Distancia Tiempo VSG MV
[mm] [horas] [mm/hora] [mm] [horas] [mm/hora]
Sana
1 S1 8.0 0.92 8.73 7 S7 7.0 8.67 0.81
2 S2 8.0 0.77 10.43 8 S8 8.0 2.47 3.24
3 S3 8.0 0.40 20.00 9 S9 8.0 0.93 8.57
4 S4 8.0 1.23 6.49 10 S10 8.0 0.97 8.28
5 S5 8.0 0.77 10.43 11 S11 8.0 1.60 5.00
6 S6 6.0 2.73 2.20
Anemia Hemolitica

12 Al 8.0 0.60 13.33 20 A9 7.0 0.52 13.55
13 A2 6.0 0.20 30.00 21 A10 6.0 0.43 13.85
14 A3 9.0 0.20 45.00 22 A1l 5.0 0.20 25.00
15 A4 9.0 0.70 12.86 23 A1l12 8.0 1.13 7.06
16 A5 9.0 0.40 22.50 24 A13 8.0 1.63 4.90
17 A6 9.0 1.23 7.30 25 Al4 8.0 0.18 43.64
18 A7 10.0 0.43 23.08 26 A15 4.0 0.57 7.06
19 A8 8.0 0.28 28.24

Dislipidemia 3+
27 L31 8.0 1.00 8.00 31 L35 8.0 1.10 7.27
28 L32 10.0 0.30 33.33 32 L36 9.0 2.00 4.50
29 L33 10.0 0.47 21.43 33 L37 8.0 1.63 4.90
30 L34 8.0 0.80 10.00 34 L38 9.0 1.13 7.94

Dislipidemia 4+
35 L41 8.0 1.13 7.06 39 L45 8.0 1.00 8.00
36 L42 8.0 0.82 9.80 40 L46 8.0 0.93 8.57
37 L43 8.0 1.17 6.86 41 L47 8.0 1.00 8.00
38 L44 9.0 0.58 15.43 42 L48 8.0 0.23 34.29

Tabla 4. Tabla de datos correspondientes al Método Visual (MV). Los valores de VSG MV se calcularon a partir de la
medicidn visual de Distancia y Tiempo de la sedimentacién de los eritrocitos dentro de una celda.

De un total de 42 muestras mostradas en la Tabla 4, se descartaron
aquellas con valores extremos en el tiempo de sedimentacion, estas fueron
ID = {§7,A13,L32,L48}. Una posible causa de este comportamiento es que se
hayan clasificado incorrectamente al considerar que provienen de sujetos
sanos o con uno de los trastornos estudiados [53]. También se puede deber a
algun factor técnico o manejo incorrecto de las mismas que provocd hemolisis
y consecuentemente errores en la medicion [50], tal como un transporte
inadecuado, agitaciones bruscas, utilizacién tardia (la mediciéon de la VSG
después de una hora es poco fiable), refrigeracién de las muestras, variaciones
importantes en la temperatura de la zona de trabajo u otra alteracion técnica
presente en la Tabla 3 del Capitulo 3 seccidn “Factores que alteran la VSG”.
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5.1.2. Datos descriptivos MV

De acuerdo al Método Visual, en la Tabla 5 se presenta para cada grupo
de sangre de la Tabla 4 el nUmero de muestras a considerar y su porcentaje
con respecto al total de muestras, la media de la Velocidad de Sedimentacion
Globular (VSG MV), su respectiva desviacion estandar y error estandar.

Datos descriptivos
(Método Visual)

Grupo Frecuencia | Porcentaje Media Desviacion Error
(N) (%) [mm/hora] estandar | estandar
Sana 10 26.4 8.34 4.98 1.57
Anemia 14 36.8 20.89 12.56 3.36
Dislipid. 3+ 7 18.4 9.15 5.74 2.17
Dislipid. 4+ 7 18.4 9.10 2.96 1.12
Total 38 100 13.25 10.16 1.65

Tabla 5. Datos descriptivos correspondientes al Método Visual (MV) para cada grupo: frecuencia, porcentaje,
media de la Velocidad de Sedimentacion Globular (VSG MV), desviacién estandar y error estandar de la media.

5.1.3. Prueba de normalidad

La prueba de normalidad no paramétrica Ko/mogorov-Smirnov fue
aplicada sobre el tamafo de muestra N = 38 para comprobar si el conjunto de
valores de la variable Velocidad de Sedimentacion Globular (VSG MV)
(cuantitativa continua) estd bien modelado por una distribucién normal.
Aplicando esta prueba se obtuvo como resultado una significancia estadistica
cuyo valor fue p=0.024 <0.05, por lo que los valores se distribuyen
aparentemente de manera no normal, sin embargo, para poder aplicar futuros
procedimientos estadisticos nos apoyamos en el Teorema del Limite Central,
el cual establece que “cuando el tamano N de la muestra es lo
suficientemente grande, entonces se garantiza una distribucion
aproximadamente normal”. Considerando el alcance de este teorema
fundamental en estadistica, se aplic6 mas adelante una prueba paramétrica
para el Analisis de la Varianza (ANOVA) [54] de los grupos estudiados.
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En la Figura 19 (A) se presenta el histograma que representa la
distribucion de frecuencias de la variable VSG MV con una escala lineal, como
se puede observar esta distribucién es asimétrica y sesgada hacia la izquierda
(con valores concentrados a la izquierda de la distribucién). Una causa de este
comportamiento asimétrico es debido a que las mediciones provenientes de
muestras bioldgicas cubren una amplia gama de valores (mucha variabilidad),
pero principalmente es por tratarse de un sesgo de seleccién [53], puesto que
solo se incluyen tres grupos generales de sangre (Sana, Anemia Yy
Dislipidemia) dentro de una gran variedad de grupos que se estan excluyendo.

En la Figura 19 (B) se muestra la distribucion de frecuencias después de
la aplicacién de una transformacién logaritmica log,,(x) a la escala lineal de
velocidades (VSG MV) de la Figura 19 (A), con el fin de mejorar las suposiciones
sobre la normalidad de la distribucién, de esta manera se reduce el rango de
los valores medidos, es decir, se comprime a los valores mas altos para que
sean mas comparables con los valores bajos, asi se puede visualizar una
distribucion considerablemente simétrica.

Histograma de Velocidades de Sedimentacion Globular
(Método Visual)

15 N=3.B
Media= 13.25
14 4 Desv. estandar= 10.16

13 4

12 4

11 4
10 4

-20 -10 0 10 20 30 40 50 00 056 10
VSG MV (mmvhora) log (x)

(A) (B)

Figura 19. Histograma que representa la distribucién de frecuencias de las Velocidades de Sedimentacion Globular
a través del Método Visual (VSG MV) con: (A) escala lineal y (B) escala logaritmica.
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5.1.4. ANOVA de un factor

El Andlisis de la Varianza (ANOVA)3® es una prueba estadistica
paramétrica utilizada para contrastar las medias de la variable cuantitativa
VSG MV entre los cuatro grupos de la Tabla 5. Este analisis comprueba si las
medias de los grupos son diferentes y pertenecen a distintas poblaciones.

En principio, se asume una hipdtesis nula que afirma que NO existen
diferencias estadisticamente significativas entre las medias de la VSG MV de
los cuatro grupos de sangre, es decir, son iguales; mientras que la hipdtesis
alterna afirma que SI existen diferencias estadisticamente significativas entre
las medias de estos grupos, y por tanto al menos dos de las cuatro medias de
los grupos son diferentes.

Antes de realizar el ANOVA se supone que la distribucion de los datos es
considerablemente normal (Figura 19). Se considera que la variable estudiada
es cuantitativa continua, que el tamafio de la muestra es N > 30 y que el factor
categorico es el grupo de sangre. Ademas, se aplicd una prueba de Levene
para determinar la homogeneidad de las varianzas, obteniendo el valor p =
0.002 menor que el nivel habitual p = 0.05, por lo que las varianzas no son
iguales, son heteroscedasticas, condicién que se considera posteriormente.

Los resultados al ejecutar el ANOVA de un solo factor arrojaron un valor
estadistico F =5.819 acompanado del valor de significacion observado p =
0.003, puesto que p es menor que el nivel de significacion habitual p = 0.05,
entonces se rechaza la hipotesis nula, se acepta la hipdtesis alterna, y
consecuentemente se puede concluir que las diferencias entre algunas de las
medias son estadisticamente significativas, es decir, al menos dos de las
cuatro medias de los grupos de sangre de la Tabla 5 son diferentes.

Posteriormente, para contrastar especificamente entre las medias de los
cuatro grupos de sangre, es decir, para saber que media difiere de que otra
por parejas de grupos, se realizo el analisis Post Hoc: comparaciones multiples

30 E] ANOVA de un factor relaciona dos variables: la variable dependiente, escalar, cuantitativa (VSG MV); y la variable
independiente, nominal, categdrica o factor (grupo de sangre).
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asumiendo que las varianzas no son iguales, para esto se optd por la prueba
T2 de Tamhane considerando un nivel de significacion p = 0.05, los resultados
obtenidos de esta prueba se muestran en |la Tabla 6.

Post Hoc: comparaciones miultiples
(Prueba T2 de Tamhane)
Grupo Grupo Diferencia de Error Sig.
(I (J) medias (I-J) | estandar p

Anemia -12.554 3.709 0.020

Sana Dislipid. 3 + -0.812 2.680 1.000
Dislipid. 4 + -0.766 1.931 0.999

Sana 12.554 3.709 0.020

Anemia H. Dislipid. 3+ 11.742 3.998 0.050
Dislipid. 4 + 11.788 3.539 0.026

Sana 0.812 2.680 1.000

Dislipid. 3+ Anemia -11.742 3.998 0.050
Dislipid. 4 + 0.046 2.440 1.000

Sana 0.766 1.931 0.999

Dislipid. 4+ Anemia -11.788 3.539 0.026
Dislipid. 3 + -0.046 2.440 1.000

Tabla 6. Post Hoc: comparaciones multiples para ANOVA de un solo factor usando prueba T2 de Tamhane, cuyo
valor de significacidon observado (Sig.) representa las diferencias marcadas entre parejas de grupos. La diferencia de
medias es significativa al nivel de p = 0.05.

De acuerdo con los valores de significacion observados (Sig.) arrojados
en la prueba T2 de Tamhane en la Tabla 6, se determind que el grupo de
Anemia Hemolitica presenta diferencias estadisticamente significativas con p <
0.05 respecto al grupo de sangre Sana y Dislipidemia 4+, mientras que se
mantiene justo al borde p = 0.05 con el grupo de Dislipidemia 3 +. Una posible
causa de que este Ultimo valor no sea tan marcado se debe a la clasificacién
subjetiva de los grados de dislipidemia en el Banco de Sangre, ya que la
clasificacion se realiza visualmente, pues aun no se cuenta con un sistema
automatizado que determine los grados de dislipidemia con mayor precision.
Por otra parte, todos aquellos valores con p > 0.05 aseguran que no existen
diferencias significativas entre esos pares de grupos.

Resultados y Analisis 57



En la Figura 20 se presenta una grafica comparativa de “cajas y bigotes”
de los valores de la variable VSG MV de cada grupo de sangre. Como se
aprecia, existe una notoria diferencia entre las medias del grupo de Anemia
Hemolitica con respecto a las medias de los otros tres grupos, incluso a pesar
de que los valores tienen una mayor variabilidad, lo cual concuerda muy bien
con los valores de significacién p resaltados en la Tabla 6.

Comparacion de Velocidades de Sedimentacion Globular
(Método Visual)
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Figura 20. Gréfica comparativa de “cajas y bigotes” de las Velocidades de Sedimentacién Globular de los cuatro
grupos de sangre obtenidas a través del Método Visual (VSG MV). La significacién p se muestra solo para los grupos
que presentan diferencias significativas.

Con base en el analisis de esta seccion basado especificamente en el
Método Visual, se puede concluir que SI existen diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo de Anemia Hemolitica y los grupos de sangre
Sana, Dislipidemia 3 + y Dislipidemia 4 +. Por otro lado, NO existen diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de sangre Sana, Dislipidemia
3 + y Dislipidemia 4 +. De estos resultados y apoyandonos en la literatura del
Capitulo 2 seccion “Trastornos de la Sangre”, si se toma como referencia la VSG
de sangre Sana, entonces se puede afirmar que: alteraciones presentes en la
sangre con Dislipidemia, como el exceso en la concentracion de lipidos
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(colesterol y triglicéridos) y lipoproteinas (quilomicrones, VLDL, IDL, LDL y
HDL) NO es un factor que influya marcadamente con la VSG; mientras que
alteraciones presentes en la sangre con Anemia Hemolitica, como el tamafio
(VCM: anisocitosis, macrocitosis, microcitosis), forma (poiquilocitosis,
esferocitosis, esquistocitosis, queratocitosis) y distribucién (agregacién) de los
eritrocitos, SI influye notoriamente en la VSG.

5.2.VSG con Método Fotoacustico (MF)

En esta seccidén se trabaja unicamente con la informacidon obtenida de
las senales fotoacusticas del monitoreo de la sedimentacion eritrocitaria.

El Método Fotoacustico se ilustra con el arreglo de la Figura 17 y el
esquema de la Figura 18 descritos en el “Procedimiento General”. En resumen,
el monitoreo inicid cuando la muestra se colocé totalmente homogeneizada en
la celda de cuarzo (Figura 18 A), para después acoplarla con el sensor
piezoeléctrico en la caja con tornillos. Se ilumind la muestra con laser a una
altura fija y se comenzé a guardar los datos de las sefiales obtenidas cada 2 o
4min. Durante el proceso de sedimentacién de eritrocitos, la zona de la
muestra irradiada por el ldser tenia una concentracion cada vez menor (Figura
18 B). El monitoreo finalizé una vez que los eritrocitos sedimentaron hasta que
el spot se encontré por encima de la interfaz plasma-eritrocito (Figura 18 C),
entonces se guardaron los ultimos datos ya que no se observé seial FA en la
pantalla del osciloscopio.

Previo a la presentacion de los resultados a partir del MF, se muestra el
espectro de absorcion éptico de la sangre, asi como un ejemplo de la sefial FA
obtenida durante el monitoreo de la sedimentacion eritrocitaria.

5.2.1. Espectros de Absorcidn

Tal como se argumentd en la seccidn “Procedimiento General” del Capitulo
4 “Metodologia”, el primer paso para la generacién de sefiales fotoacusticas es
asegurarse que la muestra es capaz de absorber la longitud de onda incidente.
Para esto, los espectros de absorcidén opticos de la Sangre entera y el Plasma
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sanguineo se obtuvieron con un espectrofotdmetro UV-VIS en un rango de 320
a 1100 nm, ver Figura 21. Para ambos espectros se tomd como blanco o matriz
una solucion salina3! (suero al 0.9 % de NaCl), y se utilizé una celda de vidrio
de 1 cm de longitud de trayectoria Optica.

Espectro de Absorcion Optico
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Figura 21. Espectro de absorcion dptico de Sangre entera (linea sélida negra) y Plasma sanguineo (linea cortada
roja) en un rango de longitud de onda de 380a 780 nm.

El espectro de absorcion dptico de la Sangre entera se obtuvo realizando
una disolucién de 10 uL de sangre entera homogeneizada en 3.5 mL de solucién
salina. Se uso esta proporcidon para que la disolucién permitiera el paso de la
luz sin que los valores de absorbancia se salieran de los limites de medicidn
del equipo. El espectro de absorcidon éptico del Plasma sanguineo se obtuvo
empleando una muestra previamente centrifugada, por lo que la parte
eritrocitaria y plasmatica se encontraban separadas. Posteriormente, se
realizd una mezcla de 80 % de solucién salina y 20 % de plasma, obteniendo
una disolucién de 3.5 mL.

31 La solucidn salina es una solucidén isoténica que se emplea para que los eritrocitos se mantengan en equilibrio y
del mismo tamano dentro del medio, de esta forma la concentracidn de soluto en la solucidn es la misma dentro y
fuera de las células.
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Amplitud (mV)

De acuerdo con la Figura 21, en el rango de luz visible se pude notar que
alrededor de la longitud de onda de interés 532 nm, la absorcién dptica del
Plasma sanguineo es pequefia con respecto a la absorcidon optica de la Sangre
entera. Este resultado confirma que la sangre (hemoglobina) absorbe
fuertemente en 532 nm, condicién fundamental de las muestras empleadas en
este trabajo para la obtencién de las senales fotoacusticas.

Es interesante observar en la Figura 3 del Capitulo 1 que los espectros
fotoacusticos de sangre entera, eritrocitos y hemoglobina son similares en sus
caracteristicas principales, y a su vez estos espectros fotoacusticos también
son similares al espectro de absorcidon optico de sangre entera de la Figura 21.

5.2.2. Sefal Fotoacustica de Sangre entera

La seflal fotoacustica (firma caracteristica) correspondiente a una
muestra de sangre entera homogeneizada de una persona sana se muestra en
la Figura 22 (A), asi también su amplificacién de la escala de tiempo en la Figura
22 (B). El tiempo de arribo de la sefial FA permite calcular en el “Anexo A” la
velocidad con la que se propaga el sonido en la sangre entera.

Sefial Fotoacustica de Sangre entera Amplificacion de la escala de tiempo
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Figura 22. (A) Sefial fotoacustica de una muestra de sangre entera homogeneizada, irradiada por el laser pulsado
con una longitud de onda de 532 nmy una energia de 1.8 mJ/pulso, su tiempo de arribo es de aproximadamente
6.57 us. (B) Amplificacion de la escala de Tiempo de la misma sefial de la Figura (A).
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Es notable que debido a

la excelente sensibilidad del

Ssensor

piezoeléctrico de PVDF, la relacion senal-ruido3? es grande, por lo que no fue
necesario amplificar las sefales eléctricas obtenidas y observadas en tiempo
real en el osciloscopio. En resumen, estas sefiales obtenidas a través de la TFA
son el resultado de un proceso de transformacion de energia luminosa en

térmica, y de ésta en acustica.

5.2.3. Monitoreo de Sedimentacion eritrocitaria con MF

En la Figura 23 se muestra graficamente el monitoreo de sedimentacion
eritrocitaria de una sola muestra de sangre entera sana tras guardar los datos
de las sefiales fotoacusticas cada 4 min. Este es un ejemplo del grafico que se

generod para cada una de las 42 muestras monitoreadas en este trabajo.

Monitoreo de sedimentacién eritrocitania
Sangre entera
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Figura 23. Sefiales fotoacusticas (picos principales) correspondientes al monitoreo de sedimentacién eritrocitaria

de una sola muestra de sangre entera sana, capturadas cada 4 minutos durante 56 minutos. La muestra fue
irradiada por el laser pulsado con una longitud de onda de 532 nmy una energia de 1.8 mJ /pulso.

32 El ruido es aquella perturbacion no deseada e independiente que se superpone a la sefial de interés, aun cuando

esta no existe.
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Tal como se describio en el “Procedimiento General” del Capitulo 4
“Metodologia”, el monitoreo se inicia inmediatamente después de |la
homogenizacion de la muestra de sangre entera, y se finaliza en el tiempo en
que se deja de observar la sefial FA, guardando para cada cierto tiempo los
datos de la senal. En la Figura 23 se observa claramente el efecto de la
variacion en amplitud (mV) de las sefales FA durante el proceso de la
sedimentacidén eritrocitaria conforme pasa el tiempo (min). La amplitud del pico
principal tiende a disminuir (aunque en algunos casos aumenta ligeramente y
luego desciende gradualmente) hasta que en cierto tiempo se hace
practicamente nula.

En general, el cambio en amplitud de las sefales FA puede darse por la
variacion de dos parametros: 1) variacion de la energia/fluencia del laser
depositada en la muestra, y 2) variacidon de la concentracidon de la sustancia
absorbente de la muestra. Este segundo punto se ha comprobado en estudios
anteriores de soluciones con diferentes concentraciones del colorante Violeta
de Genciana diluido en Agua Tridestilada [55], asi como en estudios de
cambios inducidos por glucosa en las propiedades dpticas de sangre entera de
cerdo [56]. Sin embargo, en este trabajo la energia/fluencia depositada en la
muestra siempre se mantuvo constante (aunque no se descartan minimas
variaciones debidas a la inestabilidad del laser), por lo que las variaciones de
la amplitud en los primeros minutos estan fuertemente relacionadas con la
cantidad de eritrocitos (concentracion de hemoglobina) que esta en constante
cambio en la zona iluminada, tal como se muestra en la Figura 18. Este
fendmeno es analizado mas adelante en la seccidn “Fases de la VSG con MF”,

En la Figura 24 se representa la relacién que existe entre el tamafo de
la fuente fotoacustica®3 y el tamafo del pico principal. Esta es la razén por la
que la anchura a media altura (FWHM) y el area del primer pico disminuye
notablemente a partir de los 28 min. Cuando el spot del laser comienza a
iluminar a la interfaz plasma-eritrocito, el tamafio de la fuente fotoacustica
disminuye, es decir, su tamafio varia en funcion del tiempo de sedimentacién.

En la Figura 25 se muestra el monitoreo de los primeros minutos de una
muestra de sangre sana y una muestra de sangre con anemia hemolitica.

33 La fuente fotoacustica es aquella zona iluminada de la muestra, en la que se genera calor a partir de la absorcidn
de la radiacién luminosa pulsada, y donde consecuentemente se producen las ondas de presion.
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Tamano de la Fuente Fotoacustica
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Figura 24. Representacion de como el tamafio
de la fuente fotoacustica afecta la anchura a
media altura (FWHM) y el drea A del primer
pico de la sefial fotoacustica. (A) Spot
iluminando a la muestra homogeneizada
(0 min). (B) Spot iluminando una pequefia
fraccion del plasma sanguineo (28 min). (C)
Spot iluminando ambas partes separadas por
la interfaz plasma-eritrocito (36 min). (D)
Spot iluminando solo al plasma sanguineo
(56 min).

En la sangre sana (Figura
25 A) se presenta el monitoreo
de los primeros 24 min, en los
gue se observa que la sefal
permanece inalterada en
funcion del tiempo de sedi-
mentacion, sin embargo, en el
monitoreo de la sangre con
anemia (Figura 25 B) se
presenta variacion en la sefal
a partir del primer minuto, y el
cambio evoluciona constante-
mente después de los 6 min.
Una probable explicaciéon de
este efecto se debe a que las
ondas acusticas que se pro-
pagan en la sangre sana no se
dispersan por la poca o
ninguna formacién de agre-
gados; mientras que en la
sangre con anemia hemolitica
la formaciéon de agregados si
afectan significativamente a
las ondas acusticas inducidas
por el laser [57]. Por otra
parte, en la Figura 23, la
variacién de la sefial en sangre
sana a los 28 min se debe a que
el spot ilumina en la interfaz
plasma-eritrocito.
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Monitoreo de sedimentacion eritrocitaria de una muestra de
sangre sana y anemia hemolitica
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Figura 25. Monitoreo de los primeros minutos de la sedimentacion eritrocitaria de muestras de sujetos diferentes.
(A) Muestra de sangre sana. (B) Muestra de sangre con anemia hemolitica.

A través de un monitoreo de los primeros 10 min usando el MF, es posible
determinar si la sangre es sana o presenta alguna alteracién que involucra
cambios en la distribucion de los eritrocitos, tal como Rouleaux o agregacién.

5.2.4. Curvas caracteristicas por grupo de sangre

Diversos tipos de analisis de la sefial fotoacustica pueden realizarse, en
general, este analisis depende de los parametros relacionados con la sefial
eléctrica, asi como del arreglo experimental empleado. Estos parametros son:
el tiempo de arribo, la amplitud o valor maximo, el valor pico a pico, el periodo,
el valor eficaz o RMS (Root Mean Square), y las posibles combinaciones entre
ellos. Por su simplicidad, en este trabajo se utilizé el analisis de las variaciones
de la amplitud maxima (pico principal o primer maximo) de la sefal eléctrica,
ademas de que estos cambios a su vez se relacionan con variaciones de la
sefal longitudinal generada en la superficie del material, proporcionando
informacion importante.
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A partir de las sefiales fotoacusticas obtenidas en el monitoreo, como el
de la Figura 23, se midi6 la amplitud maxima del pico principal para cada una
de las sefiales FA guardadas en su respectivo tiempo. Posteriormente, a la
columna de datos (amplitud maxima) obtenida del paso anterior, se le aplic
el método de normalizacion Divided by Max, en el que se divide a la columna
por el valor maximo del conjunto de datos. Esto ultimo se realizé6 con la
finalidad de comparar mas adelante las graficas de distintas muestras. Estas
mediciones se realizaron a través de las herramientas del software OriginPro
para todas las muestras de sangre entera bajo la clasificacién: Sana, Anemia
Hemolitica y Dislipidemia de grado 3 + y 4 +.

Curva sigmoidea de la sedimentacion eritrocitana
Amplitud vs Tiempo
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Figura 26. Gréfico de Amplitud vs Tiempo que muestra los valores de amplitud méaxima de los picos principales de
cada sefial fotoacustica durante el monitoreo. Se observa un comportamiento cuya mejor curva de ajuste
corresponde a una funcién sigmoidea.

A fin de mostrar el comportamiento de la variacidon de las amplitudes de
las sefales FA normalizadas durante el monitoreo asociado a cada muestra,
en la Figura 26 se grafican las amplitudes maximas de las sefales FA en funcion
del tiempo de sedimentacidon eritrocitaria. Se nota claramente que las
amplitudes decrecen conforme aumenta el tiempo, pero no lo hacen de manera
lineal, sino siguiendo un comportamiento cuya mejor curva de ajuste
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corresponde a una funcion sigmoidea3* [58], tal cual se establece en |a Figura
12 del Capitulo 3 en la seccidn “Fases de la VSG”.

Este procedimiento se realiz6 para todas las muestras de sangre, de esta
manera se obtuvieron distintas curvas sigmoideas. Por otro lado, al agrupar
las muestras en torno a la clasificacidn de sangre: Sana, Anemia Hemolitica y
Dislipidemia de grado 3+ y 4+, se realizd un promedio de los datos de las
muestras pertenecientes a cada grupo para obtener una curva promedio;
luego se realizé un ajuste sigmoidal a cada una de estas curvas promedio, de
esta manera fue posible asociar una sola curva sigmoidea a cada uno de estos
grupos. En la Figura 27 se presentan las curvas de ajuste sigmoidales que
caracterizan a cada grupo de sangre.

Ajustes sigmoidales caracteristicos de cada
grupo de sangre
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34 La funcién sigmoidea empleada para los ajustes de este trabajo es especificamente una funcion logistica que
permite curvas flexibles en forma de “S”, la ecuacion predeterminada por el software OriginProes y = A, + (4; —
Ay)/(1 + (x/xo)"p) donde A; es la asintota superior, A, es la asintota inferior, x, es el valor del punto medio de la
sigmoidea y p es la tasa de crecimiento logistico o inclinacién de la curva.
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Figura 27. Ajustes sigmoidales caracteristicos de cada grupo de sangre, obtenidos a partir del promedio de
muestras pertenecientes a cada uno de los grupos: (A) Sana, (B) Anemia Hemolitica G1, (C) Anemia Hemolitica G2,
(D) Dislipidemia 3 + y (E) Dislipidemia 4 +.

Es importante resaltar que para el grupo de Anemia Hemolitica fue
posible distinguir dos subgrupos: G1 (Figura 27 B) y G2 (Figura 27 C). Esta

subclasificacion fue en primera

instancia,

Unicamente de observar el

comportamiento de las curvas sigmoideas de las muestras. Con los datos de
la biometria e interpretacién de los resultados de laboratorio por parte del
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a.)

Normalizada (u

Laboratorio de Hematologia Especializada del HGM, fue posible entender y dar
una explicacion a estas diferencias en los subgrupos G1 y G2, las cuales fueron
asociadas al VCM, ver seccion “Volumen Corpuscular Medio” del Capitulo 2; asi el
subgrupo G1 presento valores estandar de VCM mientras que el subgrupo G2
esta asociado fuertemente con microcitosis, ya que el VCM de estas muestras
estd muy por debajo del rango normal. Ademas, se tiene que considerar que
no solo el tamano y la forma de los eritrocitos influyen en el comportamiento
de las curvas sigmoideas de estos grupos, también estdn presentes otros
factores importantes como la cantidad de eritrocitos (hematocrito) y el tiempo
de crecimiento de los agregados en la primera fase de la sedimentacion.

A fin de comparar los cinco ajustes sigmoidales de la Figura 27, se
presentan simultaneamente estas curvas correspondientes a cada grupo de
sangre en la Figura 28 (A) con sus respectivas desviaciones estandar en la
Figura 28 (B).

Curvas sigmoideas caracteristicas y desviacion estandar de cada
grupo de sangre
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Figura 28. (A) Curvas sigmoideas caracteristicas de cada grupo de sangre. (B) Desviacién estandar respectiva de
cada curva sigmoidea de los mismos grupos de la Figura (A).
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Como se puede observar en la Figura 28 (A) no hay un traslape entre las
curvas de Anemia Hemolitica de los subgrupos G1 y G2 con respecto a las
curvas de los grupos de sangre Sana y Dislipidemia 3+ y 4 +. Aunque la
desviacidén estandar de cada una de las curvas caracteristicas es grande, ver
Figura 28 (B), no representa un problema para distinguir las curvas de Anemia
Hemolitica G1 y G2 de las curvas de sangre Sana y Dislipidemia 3 + y 4 +, pues
existe una notable diferencia en las pendientes de las dos curvas de Anemia
con respecto al resto, lo que conlleva a que no se traslapen en la mayor parte
del tiempo. También puede notarse que no se presentan diferencias relevantes
entre la pendiente de la curva caracteristica de la sangre Sana con respecto a
las pendientes de las curvas de Dislipidemia 3+ y 4 +, de hecho, los tiempos
de sedimentacion eritrocitaria también son muy semejantes.

De lo anterior, se puede concluir que la presencia de alteraciones en la
concentracion de lipidos (colesterol vy triglicéridos) vy lipoproteinas
(quilomicrones, VLDL, IDL, LDL y HDL) presentes en la sangre con Dislipidemia
NO son un factor que influya notoriamente en la VSG; sin embargo, la
presencia de alteraciones en la sangre con Anemia Hemolitica tales como el
tamafio (VCM: anisocitosis, macrocitosis, microcitosis) y la forma
(poiquilocitosis, esferocitosis y eliptocitosis) de los eritrocitos SI influyen
fuertemente en la VSG.

Este resultado generado a partir de las observaciones de las biometrias
hematicas y del analisis de las sefales eléctricas realizado a través de este
Método Fotoacustico, representado hasta el momento en la Figura 28,
concuerda con las conclusiones de la seccién “VSG con Método Visual”.

5.2.5. Fases de la VSG con MF

Con el objetivo de identificar a partir de las curvas sigmoideas los
tiempos aproximados de cada una de las tres fases de la sedimentacion
eritrocitaria para cada grupo, asi como también una estimacién del tiempo en
que se alcanza la velocidad maxima durante la segunda fase de Ila
sedimentacién eritrocitaria, se aplicé la segunda derivada a cada una de las
curvas sigmoideas de la Figura 29.
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Se observa que el valor minimo de la segunda derivada de la curva de
sedimentacion corresponde al tiempo en que se da el cambio de fase:
agregacién (12 fase) - precipitacién (22 fase); mientras que el valor maximo
de la segunda derivada corresponde al tiempo en que se da el cambio de fase:
precipitacién (22 fase) - empaquetamiento (32 fase).

Para la curva de sangre Sana (Figura 29 A), la fase de agregacién se da
en los primeros 10 min, la fase de precipitacién tarda alrededor de 40 min, y la
fase de empaquetamiento es mayor a 10 min. Es destacable que estos tiempos
obtenidos a través del MF coinciden bastante bien con los tiempos de las fases
reportados en la literatura [30], los cuales son obtenidos a través del Método
de Westergren. De acuerdo con la teoria [6], en la sangre sana los eritrocitos
forman pocos o ningun agregado, por lo que a los eritrocitos les lleva mucho
tiempo comenzar a sedimentar, es decir, la poca formacién de agregados no
ayuda a que el tiempo de sedimentacion sea menor, o lo que es equivalente a
que la VSG sea mayor.

Fases de la sedimentacion eritrocitaria
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Figura 29. Fases de la sedimentacion eritrocitaria por grupo de sangre. En cada figura se presentan las curvas
sigmoideas caracteristicas (en color negro) y sus segundas derivadas respectivas (en color rojo). El tiempo asociado
a cada una de las fases de la VSG se obtiene a partir de los valores maximos y minimos de la segunda derivada de la
curva caracteristica. El tiempo en que se alcanza la Velocidad Maxima de sedimentacion en la 22 fase se obtiene

cuando la segunda derivada de la curva caracteristica es igual a cero, y se representa con un asterisco en color rojo.

Para la curva de Anemia Hemolitica la primera fase tiene una duracion

notoriamente menor que la sangre Sana, en G1 (Figura 29 B) se tiene 4.5 min y
en G2 (Figura 29 C) se tiene 3.5min; en la segunda fase para G1 se tiene un

tiempo de 6 min y para G2 de 30 min; y para la tercera fase G1 y G2 presentan
un tiempo superior a 6 min. En general, en la anemia esta disminucién del
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tiempo de retardo (12 fase) puede deberse al rapido crecimiento de los
agregados, lo que tiene como consecuencia un incremento de la VSG. Lo
anterior se afirma con base en los resultados del modelo de S. Oka [36]
expuestos en el Capitulo 3 en la seccidon “Sedimentacion de eritrocitos con
agregacion”. Ademas, es probable que en la sangre con Anemia Hemolitica, el
rapido crecimiento de los agregados durante la fase de agregacion (12 fase)
se vea reflejado con un aumento notable en la amplitud de las sefiales FA (ver
datos de los primeros minutos en la Figura 27 (B) Yy Figura 27 (C) sin considerar
el ajuste sigmoidal), pues la formaciéon de agregados conlleva a una
agrupacion creciente de eritrocitos (mayor concentracién de hemoglobina
absorbe en la zona iluminada por el |aser). Este efecto observado en la anemia,
no es tan notable en la sangre sana debido a que en ella los eritrocitos forman
pocos o ningun agregado, ver Figura 27 (A).

Para la curva de Dislipidemia se tiene que para 3+ (Figura 29 D) la
primera fase tarda alrededor de 25 min mientras que para 4 + (Figura 29 E) es
de 13 min; la segunda fase para 3+ dura 25min y para 4+ es de 42 min;
finalmente la tercera fase para 3 + y 4 + es superior a 15 min. Se observa que
los tiempos de la primera fase son mayores que los tiempos de los grupos de
Anemia Hemolitica, lo que conduce a afirmar nuevamente que se presenta
poca formacion de agregados, tal como sucede en la sangre Sana. En la Tabla
7 se presentan los tiempos antes mencionados de cada fase de la curva de
sedimentacién para cada grupo.

La segunda derivada de la curva de sedimentacién correspondiente a
cada grupo también nos da informacion sobre el tiempo en el que se alcanza
la velocidad maxima durante la fase de precipitacion (22 fase). Este tiempo se
obtiene cuando la segunda derivada de la curva es igual a cero (asterisco sobre
la linea horizontal punteada de la Figura 29), es decir, en el punto de inflexion
de la curva sigmoidea de sedimentacién. Los dos subgrupos de Anemia
Hemolitica presentan una velocidad maxima de precipitacién en un tiempo
temprano con respecto a los otros grupos de sangre, mientras que los grupos
de Dislipidemia alcanzan esta velocidad maxima en un tiempo poco superior
al de la sangre Sana, estos resultados se presentan en la Tabla 7.

En el "Anexo C” se presenta el procedimiento con el que se obtienen las
Velocidades de Sedimentacion Globular a partir del Método Fotoacustico (VSG
MF) para cada una de las 38 muestras individuales consideradas en este
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trabajo, sin embargo, en esta seccién solo se consideran las VSG MF de las 5
curvas sigmoideas caracteristicas respectivas de cada grupo, mostradas en la
Figura 28. Los valores “Pendiente VSG MF” de la Tabla 7 corresponden a estas
velocidades asociadas a |la pendiente de la recta del ajuste lineal de cada curva.

Tiempo de las fases de la curva de VSG
(Método Fotoacustico)
Tiempo de | Pendiente Error
Grupo 12 fase | 22 fase | 37 fase | . Méx. | VSGMF | estindar

] ] ] [min] [mV /hora] x 10~4

Sana 10 40 20 30 -0.016 1.80
Anemia G1 4.5 6 6 7.6 -0.074 13.6
Anemia G2 3.5 30 10 20 -0.027 2.59
Dislipid. 3+ 25 25 15 38 -0.018 4.25
Dislipid. 4+ 13 42 15 35 -0.017 2.29

Tabla 7. Tiempo de duracién de las tres fases de la curva de sedimentacion eritrocitaria y Tiempo en que se alcanza
la Velocidad Maxima en la fase de precipitacién (22 fase), los valores corresponden a la Figura 29; y Velocidad de
Sedimentacién Globular con el Método Fotoacustico (VSG MF), el signo negativo se debe a que la pendiente de la
recta del ajuste lineal de las curvas caracteristicas es negativa, los valores corresponden a la Figura 28 (A).

En general, la fase de agregacion (12 fase) de la Tabla 7, es la mas
importante, ya que la VSG y el comportamiento de la curva de todo el proceso
dependeran del tiempo de retardo para la agregacion (tiempo de crecimiento
de los agregados en la primera fase) y del tamafo de los mismos. Se puede
notar que las pendientes asociadas a las curvas (VSG MF) del grupo de sangre
Sana y los grupos de Dislipidemia 3 + y 4+ son muy semejantes, ademas de
que estos tres grupos difieren bastante de las VSG MF de los grupos de Anemia
Hemolitica G1 y G2. Por otra parte, si el tiempo de retardo para la agregacién
es corto, como en el caso de los grupos de Anemia Hemolitica, entonces la
pendiente asociada a la curva se incrementa con respecto a la pendiente de la
curva de sangre Sana; ademas, si la formacion de agregados es mas rapida,
entonces también la velocidad maxima de sedimentacién se alcanzara en un
tiempo mas temprano. En resumen, el tiempo de la primera fase de cualquier
muestra, da informacién valiosa sobre el incremento de la VSG con respecto a
la VSG de sangre Sana.
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De acuerdo con el analisis de esta seccidon basado especificamente en el
Método Fotoacustico, se puede concluir a partir de la informacidén recabada en
la Tabla 7, que SI existen diferencias entre los grupos de Anemia Hemolitica
G1 y G2 con respecto a los grupos de sangre Sana, Dislipidemia 3+ vy 4+, lo
cual se ve reflejado en las diferencias de las pendientes de las rectas de ajuste
(VSG MF) de las curvas caracteristicas y tiempo de las tres fases respectivas
de cada grupo. Por otro lado, NO existen diferencias notables entre los grupos
de sangre Sana, Dislipidemia 3 + y 4 +. De estos resultados y apoyandonos en
la literatura del Capitulo 2 seccion “Trastornos de la Sangre”, si se toma como
referencia la VSG de sangre Sana, entonces se puede afirmar que: alteraciones
presentes en la sangre con dislipidemia, como el exceso en la concentracion
de lipidos (colesterol y triglicéridos) y lipoproteinas (quilomicrones, VLDL, IDL,
LDL y HDL) NO es un factor que influya marcadamente con la VSG; mientras
que alteraciones presentes en la sangre con anemia hemolitica, como el
tamafo (VCM: anisocitosis, macrocitosis, microcitosis), forma (poiquilocitosis,
esferocitosis, esquistocitosis, queratocitosis) y distribucion (agregacién) de los
eritrocitos, SI influye notoriamente en la VSG.
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Conclusiones

En este trabajo se presenta una de las diversas aplicaciones y alcances
que tiene la TFA pulsada para contribuir en el area médica como alternativa
para el estudio de la sangre.

La TFA pulsada permite obtener informacidon complementaria a las
técnicas estandar de analisis de sustancias dpticamente turbias, en particular
ha demostrado ser mas sensible que otros métodos de deteccién Optica. La
informacion obtenida a partir de la amplitud o valor maximo, el tiempo de
arribo, y la forma de las senales fotoacusticas, permiten caracterizar muestras
liguidas fuertemente absorbentes como la sangre entera humana.

El analisis de los resultados obtenidos del monitoreo a través de la TFA
pulsada permitié determinar la VSG de las muestras estudiadas, agruparlas de
acuerdo con la patologia e incluso subclasificar las muestras de anemia
hemolitica en dos subgrupos cuyas diferencias se debieron principalmente al
tamano de los eritrocitos.

A partir de las segundas derivadas de las curvas sigmoideas asociadas a
cada grupo se calculd el tiempo de las tres fases de la sedimentacidn
eritrocitaria. Como una consecuencia de estos resultados, al realizar un
analisis del monitoreo de los primeros diez minutos para una sola muestra de
sangre, se puede determinar si la sangre es sana o presenta alguna alteracion
gue involucra cambios en la distribucion de los eritrocitos, tal como la
formacion de Rouleaux (pila de monedas) o agregacién (conglomerados
irregulares), lo cual se identifica obteniendo un tiempo de la primera fase
considerablemente menor que el de la sangre sana y confirmando la presencia
de un incremento de la dispersidon en las sefales fotoacusticas del monitoreo
en funcion del tiempo.

Este estudio demostrd que las alteraciones presentes en la sangre con
Dislipidemia como el exceso en la concentracién de lipidos (colesterol vy
triglicéridos) y lipoproteinas, NO es un factor que influya con la VSG; mientras
que alteraciones presentes en la Anemia como el tamafo de los eritrocitos
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(VCM), menor cantidad de eritrocitos (hematocrito bajo), tiempo corto de la
fase de agregacién (rapido crecimiento de los agregados), y variabilidad en la
forma de los eritrocitos, SI influye notoriamente en la VSG.

La VSG obtenida con el Método Visual y el Método Fotoacustico presenta
un coeficiente de correlacion lineal de Pearson cercano a la unidad,
principalmente para las muestras de sangre sana esto podria a su vez
compararse con los métodos tradicionales como el Wintrobe y Westergren, sin
embargo no se obtendria la informacién adicional que da el MF, por lo que el
uso del MF permite determinar con base en un valor normal de la VSG si existe
o no enfermedad organica, siendo asi el MF una alternativa con mayor
potencial para el diagndstico clinico.
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Trabajo Futuro

Los resultados de este trabajo muestran que la TFA tiene un gran
potencial para la realizacion de diversos estudios, en particular para el estudio
de sangre entera sana y con anemia hemolitica, pudiendo contemplar su
extensién al analisis de diversos biofluidos.

Se propone mejorar la metodologia usada en este trabajo con el afan de
optimizar y estandarizar el procedimiento de medicion, especificamente
cambiando la fuente de iluminacién y las longitudes de onda, asi como el
disefio de la caja y el tamafo de la celda para utilizar menor cantidad de
sangre, consecuentemente se reducira el tiempo de medicidon para el célculo
de la VSG a través de la TFA con respecto a la prueba tradicional, y se
estudiaran muestras con distintas patologias y/o procesos.

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo se busca desarrollar
un modelo tedrico y la simulacion respectiva del proceso fotoacustico que se
produce debido a la absorcion de la sangre. También se espera complementar
el trabajo con herramientas computacionales (reconocimiento de patrones a
través de redes neuronales artificiales) para identificar y clasificar las firmas y
curvas sigmoideas de sedimentacion caracteristicas de cada uno de los
trastornos estudiados.
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Anexos

A.Velocidad del sonido en Sangre entera

La velocidad con la que viaja el sonido en la sangre entera vg,,;4, S€
puede calcular de forma sencilla con los datos obtenidos en este trabajo,
resaltando que esta velocidad se calcula Unicamente para las 11 muestras del
grupo de sangre Sana presentado en la Tabla 4 del Capitulo 5. Para estos
calculos solo se consideran los datos del tiempo inicial 0 min, correspondientes
a cada monitoreo, es decir, cuando las muestras se encontraban totalmente
homogeneizadas.

Dado que se conoce la distancia total d,,.,; recorrida por el sonido, desde
que se genera en el frente interior de la celda de cuarzo hasta que lo detecta
el sensor piezoeléctrico:

dtotal = dsangre + Adcuarzo = 10.00 mm + 1.25 mm = 11.25 mm (A1)

donde dgqngre €S la distancia recorrida por el sonido en el interior de la celda
de cuarzo donde estd contenida la sangre, y d.. .z €S la distancia recorrida
por el sonido en la segunda pared de la celda de cuarzo, que se encuentra
entre la sangre y el sensor. La incertidumbre asociada al instrumento de
medicion es Ad = 0.01 mm.

Ademas, se conoce el tiempo en que el sonido recorre esta distancia total
d..:q; Para cada una de las sefales fotoacusticas, ver Figura 22, por lo que se
obtiene el promedio del tiempo de arribo de las sefiales fotoacusticas:

ttotal = tsangre T tcuarzo = 6.5712 ps (A2)

donde la incertidumbre correspondiente es At =0.0118 us, entonces, la
velocidad del sonido vg,,4, €N la sangre entera homogeneizada de muestras
de personas sahas es:

Anexos 79



dsangre _ dsangre _ dsangre _ 10.00 mm

Usonido = = = =
tsangre ttotal - tcuarzo t — M 6.5712 _ 1.25 mm
total Ucuarzo - HS 5500 m/s
_ 0.010 m _ 0.010 m _ 0.010 m ~ 1576
65712 us — 200125 m 65712 s — 0.2273 ps  6.3439 ps m/s
D712 1S = F560 m/s

Ahora, realizando el desarrollo de las incertidumbres3> asociadas a los
calculos anteriores entonces finalmente obtenemos que el intervalo para la
velocidad del sonido es:

Vsonido = (1576 £ 5) m/s (A3)

Se esta considerando que la velocidad del sonido en la pared de la celda
de cuarzo es de alrededor de 5500 m/s. De esta forma en la Ecuacién A3 se
obtiene que en un entorno de alrededor de 20 °C, la velocidad del sonido se
propaga en la sangre entera homogeneizada a (1576 +5)m/s, lo cual es
bastante consistente con el valor de 1570 m/s reportado en la literatura [59].

Ademas, es importante sefalar que para el caso en que se calcule la
velocidad del sonido para algun trastorno en especifico, seguramente los
resultados seran muy diferentes debido a que se presenta mayor variabilidad
en los componentes de cada una de las muestras, lo cual afecta notablemente
los tiempos de arribo de las sefales fotoacusticas.

-4

t2

. . . . d - . L
3 La incertidumbre de la velocidad del sonido en la sangre entera v = T se calcula utilizando la siguiente expresidon
ov

v = || ad+ |3 at = |§| Ad + || At donde d = 0.01 m,Ad = 0.00001m, ¢t = 6.5712 ps y At = 0.0137 ps;

o bien, laincertidumbre se puede obtener a través de la desviacidn estandar de la media de las velocidades obtenidas
para cada una de las muestras.

v
ad
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B.Estimacion de VSG basada en Ley de Stokes

En esta seccidon se realiza una estimacién comparativa de la Velocidad
de Sedimentaciéon Globular (VSG) de los tres grupos generales de sangre
entera estudiados: sana, anemia y dislipidemia; estimacién basada en el
modelo propuesto por S. Oka (especificamente la Ecuacién 3.13) descrito en
la seccidn “Ley de Stokes” del Capitulo 3.

Se considera que cualquier muestra de sangre sana posee células
individuales que difieren entre ellas mismas, es decir, presentan variabilidad
en su tamafio, e incluso en su forma, pero en sangre con alteraciones
eritrocitarias marcadas como la anemia, esta variabilidad se incrementa
demasiado. Debido a estas complicaciones solo se realiza una estimacion de
lo que sucede en el fendomeno de la VSG.

La Ecuacién B1 considera el radio efectivo R, de un eritrocito, la densidad
de los eritroCitos peritros, 1@ densidad del plasma p,i6mq, la viscosidad de la
sangre n(H), el hematocrito H, la aceleracién de la gravedad g, el factor de
reduccion debido al flujo ascendente del plasma ¢(H), el pardmetro de
deformabilidad del eritrocito f, el nuimero de eritrocitos del que esta
compuesto el agregado final N, el tiempo de sedimentacidon t y el tiempo de
retardo para la agregacidon 1. Es posible encontrar algunos de estos valores
reportados en la literatura [60], sin embargo, no se conocen todos los
parametros para los tres grupos.

2

— Zg(peritros;7€2;;ma)Rg¢(H) [1 N (N% _ 1) (1 _ e_%ﬂ (B1)

En general, por observacion e independientemente del trastorno, se sabe
que la densidad de la parte eritrocitaria siempre es ligeramente mayor que la
densidad del plasma (peritros > Ppiasma)- Ademas, durante las mediciones se
observd que las muestras de anemia presentaron menor viscosidad (mayor
fluidez) en comparacion con las muestras de sangre sana y dislipidemia,
mientras que la viscosidad de las muestras con dislipidemia fueron ligeramente
mas viscosas (menor fluidez) que las de sangre sana. Por tanto, de acuerdo
con la Ecuacién B1 se tiene que a menor viscosidad la velocidad de
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sedimentacion es mayor, y de igual forma una muestra mucho mas espesa o
viscosa presenta una velocidad de sedimentacién menor, siempre que los
demads parametros permanezcan constantes.

En sangre sana se presentan pocos o ningln agregado de eritrocitos, y
considerando que tanto en sangre sana como en sangre con dislipidemia se
mantienen semejantes el radio, la densidad y el parametro de deformabilidad
de los eritrocitos, asi como el hematocrito y el tiempo de retardo, entonces la
diferencia en la VSG estara afectada solo por la densidad del plasma vy la
viscosidad de la sangre. Esto se debe a que en este trastorno el problema se
encuentra principalmente en el plasma sanguineo. La densidad del plasma y
viscosidad de la sangre con dislipidemia es ligeramente mayor que en sangre
sana (debido a un exceso en la concentracién de lipidos y lipoproteinas),
entonces la diferencia de densidades en el numerador es mas pequefia para la
dislipidemia, y de igual manera el denominador es mayor para la dislipidemia.
Por tanto, si el numerador es menor y el denominador es mayor, entonces se
estima que la VSG de sangre con dislipidemia tiende a ser menor o equivalente
a la VSG de sangre sana:

Vsa dislip s VSG sana (BZ)

En sangre con anemia la medicion de la VSG es fuertemente afectada
por alteraciones eritrocitarias como el tamafio (VCM: anisocitosis,
macrocitosis, microcitosis) y la distribucion (agregacién), de hecho, varias de
estas alteraciones pueden estar presentes en una misma muestra. De la teoria
sabemos que la VSG se incrementa en anemia con el aumento del tamafio del
agregado final y con la disminucién del tiempo de retardo para la agregacion.
En general, la sangre con anemia contiene eritrocitos mas grandes o mas
pequefios con respecto a los eritrocitos presentes en sangre sana (depende
del tipo de anemia), por lo que de acuerdo con la Ecuacién B1 la VSG tiende a
elevarse con un aumento pequeio de su tamafo debido a que es directamente
proporcional al cuadrado del radio de los eritrocitos; si consideramos que su
tiempo de retardo también es notablemente mas corto, es decir, el crecimiento
de los agregados en la primera fase es mas rapido que en la sangre sana; que
el parametro de deformabilidad del eritrocito probablemente también es
menor en sangre con anemia que en sangre sana debido a las anormalidades
en su forma (poiquilocitosis, esferocitosis, esquistocitosis, queratocitosis,
drepanocitosis); que la viscosidad de la sangre con anemia es menor; y
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ademas, que el hematocrito también es menor (lo cual implica que el factor
de reduccién debido al flujo ascendente del plasma sea mayor), entonces
indudablemente se estima que la VSG de sangre con anemia tiende a ser
mayor o equivalente a la VSG de sangre sana:

VSG sana s VSG anemia (33)

Las relaciones anteriores (Ecuacién B2 y Ecuacién B3), nos conducen a la
siguiente relacion generalizada (Ecuaciéon B4) para las velocidades de
sedimentacién eritrocitaria de sangre entera sana, anemia y dislipidemia. Se
estima que la VSG de sangre con anemia tiende a ser generalmente superior
a la VSG de sangre sana y VSG de sangre con dislipidemia:

VSa dislip s VSG sana s VSG anemia (34)

Este apartado se realizé para estimar que las muestras de sangre
humana con alguna clase de enfermedad presentan una VSG diferente a la
VSG de referencia de sangre sana, ya que estan involucrados distintos
factores, como los presentados en la Ecuacién B1, que varian con relacion al
tipo de enfermedad. En un analisis mas detallado sobre la VSG se debe prestar
atencién a la concentracion de las proteinas plasmaticas, las cuales influyen
con el potencial zeta en la formacién de agregados de eritrocitos y son el
principal contribuyente de la viscosidad sanguinea.
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C.Correlacion de la VSG con MV y MF

En esta seccidon se presenta la correlacion de las velocidades medias
obtenidas a través de los dos métodos empleados en este trabajo: Método
Visual (MV) y Método Fotoacustico (MF). Dado que la Velocidad de
Sedimentacidon Globular a partir del Método Visual (VSG MV) de las muestras
individuales ya fueron calculadas y presentadas en la Tabla 4, se describe ahora
la manera en que se obtuvo la Velocidad de Sedimentacion Globular a través
del Método Fotoacustico (VSG MF) para cada muestra.

Curva sigmoidea de la sedimentacion eritrocitana
Amplitud vs Tiempo

3.0 4

25 4

Amplitud FA (mV)
T v

-
(=]
1

1
!
1
I
1
|
I
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1
|
1
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1
1
0.5 4 I
1
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Figura 30. Pendiente de la recta del ajuste lineal (linea roja) correspondiente al intervalo de la fase de precipitacion
(22 fase) de la curva sigmoidea de una muestra de sangre sana.

En la Figura 30 se muestra la grafica de las amplitudes maximas de los
picos principales de las sefiales FA del monitoreo en funcién del tiempo de la
sedimentacién eritrocitaria. La grafica es semejante a la Figura 26, con la
diferencia de que en este procedimiento no se normalizé la curva obtenida.
Una vez realizado el ajuste sigmoidal, se trazan la asintota inferior y superior
de la curva, asi como las lineas verticales que sirven de referencia para
identificar el intervalo correspondiente a la fase de precipitacion (22 fase).
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Posteriormente, se realizd el ajuste lineal de este intervalo para obtener
la pendiente asociada a la recta, la cual se interpreté como la velocidad media
de sedimentacién eritrocitaria (VSG MF) y se transformé a valores positivos
con unidades de mV/hora. La Figura 30 solo es un ejemplo del procedimiento
realizado para cada una de las muestras de sangre consideradas. En la Tabla
8 se muestran los ID de las muestras y se presenta la medicién de la Velocidad
de Sedimentacion Globular obtenida a través del Método Visual (VSG MV) y
del Método Fotoacustico (VSG MF). Las muestras son ordenadas de acuerdo a

la clasificacion: Sana, Anemia Hemolitica y Dislipidemia de grado 3+ vy 4 +.

Velocidad de Sedimentacion Globular
(Método Visual y Método Fotoacustico)
Muestra 1ID VSG MV VSG MF | Muestra 1ID VSG MV VSG MF
# [mm/hora] [mV/hora] # [mm/hora] [mV/hora]
Sana
1 S1 8.73 2.42 6 S6 2.20 1.57
2 S2 10.43 2.67 7 S8 3.24 1.27
3 S3 20.00 4.73 8 S9 8.57 2.23
4 S4 6.49 1.78 9 S10 8.28 2.37
5 S5 10.43 2.51 10 S11 5.00 0.88
Anemia Hemolitica
1 Al 13.33 1.67 8 A8 28.24 8.64
2 A2 30.00 4.61 9 A9 13.55 1.76
3 A3 45.00 5.35 10 Al10 13.85 4.58
4 A4 12.86 2.44 11 Al1l 25.00 2.56
5 A5 22.50 2.36 12 Al2 7.06 0.45
6 A6 7.30 0.82 13 Al4 43.64 8.52
7 A7 23.08 1.47 14 Al5 7.06 2.01
Dislipidemia 3+
1 L31 8.00 2.80 5 L36 4.50 2.26
2 L33 21.43 7.56 6 L37 4.90 0.46
3 L34 10.00 5.71 7 L38 7.94 2.71
4 L35 7.27 4.14
Dislipidemia 4+

1 L41 7.06 1.74 5 L45 8.00 2.26
2 L42 9.80 3.52 6 L46 8.57 2.63
3 L43 6.86 1.82 7 L47 8.00 3.59
4 L44 15.43 5.00

Tabla 8. Tabla de datos correspondientes al Método Visual y Método Fotoacustico. Los valores de VSG MF fueron

obtenidos a partir del andlisis del monitoreo y amplitud de las sefiales FA.
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En la Figura 31 se presenta la correlacién de la VSG MV y VSG MF para
cada uno de los cuatro grupos presentados en la Tabla 8.

Correlacion de la VSG calculadas con MV y MF
(VSG MF) vs (VSG MV)
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Figura 31. Correlacién de la Velocidad de Sedimentacién Globular con Método Visual (VSG MV) vs Velocidad de
Sedimentacion Globular con Método Fotoacustico (VSG MF), para cada grupo de sangre: (A) Sana, (B) Anemia
Hemolitica, (C) Dislipidemia 3 + y (D) Dislipidemia 4 +. Los valores corresponden a los presentados en la Tabla 8.
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El ajuste lineal que se realizd aparentemente es un buen modelo, ya que
los datos de los cuatro grupos de sangre se ajustan considerablemente bien a
la recta de ajuste. El coeficiente de correlacion lineal de Pearson (r) que
tomamos como medida estadistica es cercano a r =1 en tres de los cuatro
grupos, lo que significa que nuestras dos variables tienen una relacién lineal
fuerte, pues los datos se ajustan de buena manera a una recta de pendiente
positiva, y por consecuencia permite realizar predicciones aceptables de la
variable VSG MF en funcién de la VSG MV. Por otro lado, el coeficiente de
determinacion ajustado nos indica que el modelo lineal también es bueno para
replicar resultados. En general, la informacidn que se presenta en la Tabla 9
nos conduce a afirmar que las dos variables medidas con distintos métodos
tienen un buen grado de dependencia.

Coeficientes de correlacion de Pearson y de
determinacion ajustado

Grupo Coef. Pearson Coef. Determin.
r Rczljustado
Sana 0.96 0.91
Anemia Hemo. 0.77 0.57
Dislipidemia 3+ 0.90 0.77
Dislipidemia 4+ 0.97 0.93

Tabla 9. Coeficientes de correlacion lineal de Pearson y coeficiente de determinacion ajustado correspondientes a
las graficas de los grupos de sangre de la Figura 31.

El coeficiente de correlacién de Pearson y de determinacién ajustado es
menor para el grupo de Anemia Hemolitica, ver Figura 31 (B), ésta relacién
moderada de las variables puede deberse a la imprecision para identificar la
fase de precipitacidon en la curva sigmoidea de cada muestra, pues debido a la
variabilidad de anormalidades en este grupo, no necesariamente se debe
asumir un comportamiento cuyo mejor ajuste sea uno sigmoidal. También se
puede deber a una medicién imprecisa del desplazamiento recorrido por la
interfaz plasma-eritrocito con el Método Visual, pues la anemia sedimenta
rapidamente. Aun con todas las observaciones anteriores, estos valores siguen
siendo altos si se considera que se estadn estudiando muestras bioldgicas,
cuyas condiciones pueden variar por algin pequeio factor no controlado.
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