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1. Introduccion

Las alteraciones de los globulos rojos pueden provocar enfermedades sanguineas muy severas si no se
diagnostican a tiempo, siendo especialmente sensible y critico el diagndstico en poblacion infantil. Los
globulos rojos, también llamados hematies o eritrocitos, son células biconcavas con un volumen medio de
90 a 95 micrémetros cubicos, con gran capacidad para deformarse de manera reversible al atravesar los
vasos sanguineos durante el transporte del oxigeno a través del organismo. La proteina hemoglobina en los
eritrocitos es la encargada de unirse al oxigeno en la sangre, gracias al grupo hemo en cada una de las
cadenas polipeptidicas (globinas) de su estructura cuaternaria que esta formada por dos tipos de cadenas de
globina: 2 alfa y 2 beta. Cambios en la produccién de dichas cadenas ocasionan defectos en los globulos
rojos que pueden tener unas manifestaciones muy variables en los individuos: desde ser asintomaticas o
presentar leves alteraciones analiticas, hasta presentar anemias importantes con elevada morbi-mortalidad
y mala calidad de vida. En las formas graves de estas enfermedades, el trasplante de progenitores
hematopoyéticos es la tinica opcidn curativa; esto es, de células madre de la médula 6sea capaces de
diferenciarse en los diferentes tipos de células sanguineas [1].

La sintesis de la hemoglobina puede estar alterada de forma cuantitativa como en las talasemias o
cualitativa, como en las hemoglobinopatias estructurales (drepanocitosis o anemia de células falciformes)
[2]. En la talasemia, la sintesis de la hemoglobina esta alterada cuantitativamente. La produccion de uno de
los tipos de cadena de globina se ve modificada, ocasionando el déficit o la ausencia total de una de ellas.
Por ejemplo, en la alfa-talasemia existe un déficit cuantitativo de las cadenas de alfa-globina con un
desequilibrio que da lugar a un exceso de cadenas beta, que termina con la agregacion de éstas y la
alteracion del globulo rojo. El espectro de presentacion de las talasemias va desde formas leves que solo se
presentan con disminucion del tamafio de los globulos rojos (microcitosis), a formas graves con destruccion
prematura de los globulos rojos, y anemia intensa que requiere transfusiones de glébulos rojos periddicas
de por vida o incluso trasplante de médula dsea.

En los laboratorios de hematologia, la morfologia de sangre en microscopio optico convencional es
fundamental en el diagnostico de esta enfermedad, asi como las caracteristicas de un hemograma o incluso
complejos estudios genéticos del individuo. Incluso disponiendo de estos recursos, a veces estas
enfermedades no se pueden diagnosticar de forma directa [3]. Por ello, diversos estudios han tratado de
analizar las caracteristicas de emision y absorcion de los globulos rojos de pacientes con talasemia para
intentar establecer diferencias en la absorcion y/o fluorescencia en rangos ultravioleta (UV), visible (VIS)
e infrarrojo (IR). Los autores han utilizado espectrometros [4, 5], espectrofluorémetros [6,7] y microscopios
confocales [8], iluminando las muestras generalmente en el azul cercano o ultravioleta, y recogiendo la
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emision generalmente entre 200 nm y 700 nm, previamente habiendo afiadido anticoagulantes y/o
soluciones salinas a las muestras y, en algunos casos, purificando las muestras de globulos rojos. La ventaja
del uso del microcopio confocal frente a las otras técnicas mas convencionales (espectrofluorometros,
espectrometros, microscopio convencional, etc.) es que se puede recoger la sefial de cada punto de la
muestra, excitandola punto a punto de tal manera que se puede realizar imagen de la emision y de la
reflectancia de la misma, con distintos formatos. También es posible focalizar el plano de excitacion a una
profundidad concreta de la muestra pudiendo obtener imagenes tridimensionales de los globulos rojos.
Ademas, se puede excitar los diferentes fluorocromos disponibles en el mercado si se han marcado
estructuras mediante el uso de anticuerpos, gracias a la luz de excitacion laser a diferentes bandas de que
dispone.

Ante la necesidad actual de un diagnoéstico rapido y eficaz de las enfermedades descritas, el objetivo de
este trabajo consiste en estudiar las posibilidades del microscopio confocal como herramienta de
diagnéstico. Para ello, se han evaluado muestras de sangre de pacientes con alfa-talasemias de diferentes
grados; de pacientes con anemia ferropénica, una enfermedad en la que esta alterado el transporte de
oxigeno por la mala absorcion o pérdida de hierro; [9] y de pacientes sanos mediante un microscopio
confocal con resolucion espectral para detectar posibles diferencias a nivel tanto morfoldgico como
espectral.

2. Materiales y métodos

Los experimentos se realizaron con muestras de sangre en fresco recién extraidas de cinco pacientes
pediatricos de 1 a 17 afios de edad: un paciente control, TC, con hemoglobina (Hb) 14,1 g/dL y volumen
corpuscular medio (VCM) 87; un paciente con alfa-talasemia de tipo grave, T1, con Hb 7,8 g/dL y VCM
68; dos pacientes con alfa-talasemias de tipo moderado, T2, con Hb 3,7 g/dL y VCM 74, y T3, con Hb 10,8
g/dL y VCM 63; y un paciente con anemia de tipo ferropénica, TA, con Hb 9,9 g/dL y VCM 81. Se
depositaron aproximadamente 500 uL de la muestra TC en una placa normal tipo Ibidi, y la misma cantidad
de las muestras T1, T2, T3 y TA en placas especiales Nirco, las cuales incorporan pequefios filamentos
para mejorar la adherencia de los cuerpos celulares y evitar el movimiento durante la medicion.

Las muestras se analizaron con un microscopio confocal con superresolucion modelo Leica TCS SP8
STED 3x (Leica Microsystems) que incorpora dos laseres, uno de 405 nm y otro blanco sintonizable que
emite de 470 nm a 670 nm para la excitacion de la muestra en fresco o marcada con diferentes fluorocromos.
También cuenta con tres laseres de depleciéon a 592 nm, 660 nm y 775 nm para de-excitar la parte exterior
de las moléculas y poder visualizar de forma detallada estructuras a nivel nanométrico. Ademas, incluye
detectores tipo tubos fotomultiplicadores y detectores hibridos, que incrementan mas o menos los fotones
dependiendo de la energia que transporten. Estos detectores son capaces de detectar sefial proveniente de
la muestra de 400 nm a 800 nm.

Las placas se montaron dentro la cabina implementada en el microscopio con control de temperatura y
CO; prestablecidos para células vivas. Se utiliz6 un objetivo de aceite 63x para obtener suficiente sefial de
autofluorescencia de las células y al mismo tiempo conseguir un campo de vision lo suficientemente grande
para analizar el mayor nimero ellas; este se fijo y se fue desplazando por toda la muestra para evaluar la
uniformidad de la emisién. El formato de imagen elegido fue de 400 pixeles x 400 pixeles mediante un
agujero estenopeico de 4 AU. A continuacion, se excitd cada muestra con el laser de 405 nm al 65% de su
potencia total y se captaron imdgenes de la emision de la muestra desde 425 nm a 861 nm en pasos de 7
nm para evaluar su autofluorescencia. La excitacion y la deteccion de la emision se realizo a una velocidad
galvanométrica de 1000 Hz bidireccional para evitar captar el movimiento de las células vivas y al mismo
tiempo obtener la mayor cantidad de sefial posible.

3. Resultados

La Fig. 1 muestra la autofluorescencia de las muestras analizadas mediante su espectro de emision,
considerando en todos los casos varios globulos rojos como regiones de interés (ROIs). En el espectro
medio de los globulos rojos se observd un pico de emision comin alrededor de 502 nm, aunque para la
muestra T2 se desplaz6 hacia 550 nm, aproximadamente. Ademas, las muestras T1, T3 y TA mostraron
una elevada emision entorno a los 628 nm y a 649 nm. La intensidad de estos tres picos fue diferente para
las cinco muestras. Por otro lado, se observo que las muestras montadas en las placas Nirco presentaban



menos movimiento durante la captacion que las montadas en las placas Ibidi, lo que hace a las primeras
mas adecuadas para la medida de muestras en fresco.
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Figura 1: Curvas de la emision media por autofluorescencia sobre las regiones de interés (ROI) seleccionadas correspondientes a
globulos rojos. TC: paciente control; T1: paciente con alfa-talasemia de tipo grave; T2 y T3: pacientes con alfa-talasemias de tipo
moderado; TA: paciente con anemia de tipo ferropénica.

75 800

Segun el estudio de AlSalhi et al. [6], la emision a 628 nm se debe a la molécula de porfirina en el grupo
hemo la cual es responsable del color rojo de los globulos rojos. Estos resultados preliminares parecen
indicar que esta molécula podria encontrarse en mayor cantidad en los pacientes afectados por alfa-
talasemia y anemia ferropénica. Con el proposito de cuantificar este fenomeno, se calculd la razon entre la
intensidad de la emision a 502 nm y la encontrada a 628 nm y 649 nm; esta aproximacion ha dado buenos
resultados en estudios similares, permitiendo clasificar ciertas alteraciones sanguineas [7]. En la Tabla 1 se
puede observar que cuanto mayor es la gravedad de la alfa-talasemia, menores son los indices calculados,
obteniendo el mayor valor para el paciente control (TC) y el menor para el paciente con alfa-talasemia de
tipo grave (T1). Las alfa-talasemias moderadas (T2 y T3) presentan valores intermedios y similares a los
del paciente con anemia ferropénica (TA). La Fig. 2 muestra de forma grafica los resultados de la Tabla 1;
se puede apreciar como las diferentes afectaciones quedan diferenciadas para las dos razones calculadas.

Razon TC Tl T2 T3 TA
Lsoo/leas 5,19 0,63 2,97 1,88 2,14
Isoo/less 7,57 0,77 4,01 2,02 2,10

Tabla 1: Razones de los picos principales de la emision (I intensidad a diferentes longitudes de onda).
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Figura 2: Representacion grafica de las razones de los picos principales de la emision. Los puntos solidos representan los valores de
Ts02/I625, mientras que los puntos en forma de cruz corresponden a Isp/Tgso.



4. Conclusiones

En este trabajo se ha utilizado un microscopio confocal de barrido espectral para la evaluacion de
muestras sanguineas afectadas por alfa-talasemias y anemia ferropénica, las cuales son dificiles de
diagnosticar mediante las técnicas actuales. Se han detectado dos picos de emision de emision de
fluorescencia a 628 nm y 649 nm que no aparecieron en el paciente control cuando se excita a 405 nm. A
partir de la intensidad a esas longitudes de onda y la encontrada en todas las muestras a 502 nm se han
calculado dos indices que, de forma preliminar, permiten discriminar entre las distintas patologias y grado
de severidad, especialmente las alfa-talasemias. El trabajo futuro consistird en ampliar el conjunto de
muestras tanto de alfa-talasemias como de anemias ferropénicas para corroborar la efectividad de las
razones descritas. Esto podria permitir la racionalizacion del uso de las técnicas de laboratorio, pudiendo
establecer un primer cribado que dirigiera a la hora de solicitar posteriores estudios genéticos de
confirmacion, los cuales son costosos y técnicamente complejos. Una potencial utilidad seria poder predecir
complicaciones que requirieran aplicar estrategias terapéuticas agresivas de manera precoz, asi como
cuantificar mejor la respuesta al tratamiento.
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