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Resumen: En este trabajo se utilizo la técnica de espectroscopia fotoactstica para poder observar el
sonido caracteristico de la sangre a través de su espectro de absorcién 6ptico, el cual muestra absor-
ciones caracteristicas debidas a la estructura, composicién y propiedades fisicas de la sangre, en
particular debido al hierro presente en esta (y) y al oxigeno que transporta (3 y ). Para la caracte-
rizacion de la sangre se utilizé un modelo experimental de choque séptico producido por la admi-
nistracion de lipopolisacarido (LPS, la pared externa de algunas bacterias). Se tomaron muestras de
sangre antes de inducir el choque (hora cero) y cada hora después durante seis horas. Se obtuvo el
espectro de absorcion en cada muestra y se calcularon las razones entre sus picos caracteristicos
(Y/B) ¥ (y/xx). Se observo que la disminucién en la concentracion de hemoglobina se relacioné con la
severidad del choque, por lo que se concluye que la espectroscopia fotoactstica es una tecnologia
atil en el seguimiento del estado de choque.
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1. Introduccion

La espectroscopia fotoacustica (PAS por sus siglas en Ingles), es una técnica fototér-
mica, la cual basa su principio de funcionamiento en el efecto fotoactstico, descubierto
por Alexander Graham Bell en 1880 [1], este efecto es también conocido como efecto foto-
térmico o efecto de onda de sonido. El proceso comienza con la irradiacion de la muestra
(organica o inorganica), con luz modulada de diferentes longitudes de onda. Esta muestra
se encuentra en una camara con aire, herméticamente cerrada y con una ventana por
donde incide la luz. Cuando esta luz interacttia con la muestra, parte de la energia lumi-
nica se absorbe y se convierte en calor. Como resultado, se produce un calentamiento pe-
riddico en la muestra, mismo que se transmite al aire circundante, lo que genera una onda
de sonido detectable por medio de transductores actsticos (micréfonos), dicho sonido es
caracteristico de cada muestra, en pocas palabras la huella dactilar sénica de una mues-
tra[2][3].

La espectroscopia fotoacustica es considerada una técnica analitica avanzada que
combina las ventajas de la espectroscopia dptica y la actistica para estudiar la interacciéon
de la materia con la radiacién electromagnética. Esta técnica ha demostrado un gran po-
tencial en diversas areas, y en particular, en la medicina, donde ha sido ampliamente uti-
lizada para diagnosticar y dar seguimiento de manera no invasiva a diversas enfermeda-

des[4][5].
El monitoreo y diagnodstico de enfermedades a través de la sangre es una practica

comun en la medicina moderna. La sangre es una fuente valiosa de informacion sobre el
estado de salud de una persona, ya que contiene una amplia gama de elementos, como
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células sanguineas, proteinas, enzimas, hormonas y otros biomarcadores que pueden in-
dicar la presencia o progresion de enfermedades[6].

En este articulo, exploraremos la emocionante aplicacion que esta técnica ha brin-
dado al campo de la medicina a través del andlisis de muestras bioldgicas como la sangre,
para el diagndstico oportuno del choque séptico, siendo este la primera causa de muerte
en pacientes dentro del area de terapia intensiva. Esta afeccién alcanza mortalidad del
90% de los pacientes que la presentan[7].

El choque séptico inicialmente se origina por la presencia de bacterias en el torrente
sanguineo, lo cual se puede deber a multiples causas ocasionando una sepsis en el pa-
ciente, si la infeccién no es tratada el paciente progresa a choque séptico. El choque tiene
dos etapas la etapa compensatoria y la etapa descompensatoria, cada una de ellas con
signos y sintomas caracteristicos. Si un paciente que presenta choque séptico se detecta en
la etapa compensatoria, tiene mucha probabilidad de vivir, no pasa asi cuando el choque
se detecta ya en su segunda etapa, he aqui la importancia de hacer una deteccién oportuna
del choque para poder disminuir la mortalidad y sus consecuencias a corto o largo plazo
(morbilidad)[8]. Con la espectroscopia fotoactstica el sonido que emite la sangre, tradu-
cido como espectro de absorcion dptico, es posible monitorear los niveles de hemoglobina
presentes en la sangre. En este trabajo se postuld la hipdtesis de que la concentracion de
hemoglobina podria ser un marcador biolégico para la deteccion oportuna de choque en
pacientes con sepsis.

Cabe mencionar que dentro del drea médica existen ya instrumentos y estudios es-
pecializados para para la deteccion del choque séptico, sin embargo, estos son poco pre-
cisos, arrojan resultados burdos y en la mayoria de ellos la obtenciéon de muestras biol-
gicas (sangre, orina, plasma, etc.) implica la manipulacién del paciente y su posible con-
taminacion con bacterias que en el ambiente hospitalario generalmente son multirresis-
tentes. Con la tecnologia que mostramos, el espectro de absorcion 6ptico permite obtener
informacion sobre las propiedades de la muestra, como su composicion quimica, estruc-
tura molecular, concentracidn de ciertos compuestos y propiedades fisicas. utilizando una
cantidad muy pequefia de muestra bioldgica (aproximadamente 100pl menos de una

gota)[9].

La espectroscopia fotoacustica es particularmente ttil para estudiar muestras biold-
gicas, ya que puede detectar componentes especificos de los tejidos y fluidos corporales
sin dafarlos, lo que la convierte en una técnica no invasiva y segura[10]. Esta técnica ha
tenido otras aplicaciones dentro del area bioldgica. A continuacién se mencionan algunas
de sus aplicaciones realizadas en ortopedia, rehabilitacion, cirugia, hematologia, oncolo-
gia: medicion de la difusividad térmica del hueso, hidroxiapatita y metales para aplica-
ciones biomédicas[11], estudio de protoporfirina IX en ratones [12], fotoestimulacion al
proceso de cicatrizacion [9], estudio en muestras de sangre de ratas con cancer hepatico
[13], analisis fotoacustico del callo dseo de fractura a diferentes tiempos de consolidacion
[14], determinacién de protoporfirina inducida por acido aminolevulinico IX en piel de
ratones[15].

2. Materiales y Métodos

La técnica utilizada para este trabajo fue la Espectroscopia Fotoacustica, la cual consta
de los siguientes componentes:
e Fuente de luz: Lampara de xenén (Emite luz en un rango de 200 a 1100nm, a
700W de potencia)
e Monocromador (Separador de la luz en las diferentes longitudes de onda)
e Chopper (Modulador de luz, 17Hz)
e Fibra 6ptica (Por donde se conduce la luz monocromatica modulada)
e Celda Fotoacustica (Donde se coloca la muestra)
e Micréfono (Detector de variaciones de presion, traducidas a sonido)
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¢ Lock-in (Amplificador de senales)
e PC (decodificador de sonido en espectro de absorcién dptico)

El montaje experimental de la técnica de Espectroscopia Fotoactstica se muestra en
la figura 1.
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Figura 1.- Montaje para Espectroscopia fotoactistica (Esquema tomado de la referencia 3).

Para caracterizar las muestras biologicas y obtencion de su espectro de absorcion 6p-
tico, se colocaron éstas dentro de la celda fotoactstica, sellando la celda herméticamente,
se hizo incidir la luz modulada proveniente de la fuente de luz y como resultado de ello
la muestra se calienta periddicamente y este calentamiento se transmite al aire circun-
dante, generdndose variaciones de presion en este aire dentro de la celda, dichas variacio-
nes son detectadas por un micréfono que se encuentra dentro de la celda, estas sefiales
son amplificadas por el amplificador Lock-in y almacenadas por la PC.

El espectro de absorcién éptico proviene de la amplificacion del sonido emitido por
la muestra, graficado en funcién de la longitud de onda de la luz incidente y es caracteris-
tico de cada una de éstas, ya que depende en su totalidad de la composicién y elementos
de la muestra. Estos espectros fueron analizados, encontrandose diferencias entre ellos.

A continuacioén, se detalla el proceso utilizado en la induccién a choque séptico del
modelo animal.

Para este estudio, se obtuvieron muestras de sangre de un grupo de ratas en las que
se indujo choque séptico mediante la administracion de un Lipopolisacarido (LPS, pared
externa de las bacterias, en este caso Escherichia coli), a razén de 7mg por kg, modelo utili-
zado por Moncada y Cols que reproduce la condicion humana)[3]. Las muestras se toma-
ron antes (muestra 0) y después de la administracién de LPS (1, 2, 3, 4, 5y 6 horas).

Para la induccién a choque séptico, ratas macho Wistar con peso aproximado de 400g
se anestesiaron con pentobarbital sodico (45mg/kg de peso) para canalizar la vena yugular
derecha. Se extrajeron 1.5ml de sangre en cada toma de muestra, reemplazo de 3 veces el
volumen con solucién Harman.

Las muestras fueron caracterizadas por espectroscopia fotoactstica, siguiendo el mé-
todo detallado al inicio de esta seccidn, de esta manera se obtuvo el sonido emitido por
cada muestra, el cual fue traducido a su espectro de absorcién dptico que fue analizado
posteriormente para evaluar las diferencias.

3. Resultados

Al caracterizar las muestras de sangre del modelo animal por espectroscopia foto-
acustica, fue posible obtener el sonido que emite la sangre que al traducirse este a una
absorcidn optica en funcidn de la longitud de onda se ve como se muestra en la siguiente
figura.
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Figura 2.- Espectro de absorcion dptico de la sangre.

En la figura 2 se muestra el espectro de absorcién optico de la sangre el cudl presenta
tres picos caracteristicos, y localizado aproximadamente a 420nm, [3 y a ubicados alrede-
dor de 545nm y 580nm respectivamente, el pico y se presenta debido al hierro presente en
la hemoglobina, molécula de la cual se constituye principalmente la sangre, los picos 3 y
a estan relacionados con la oxigenacion presente en la sangre [16]. Al analizar los espec-
tros de absorcion dpticos de las muestras se pueden obtener las razones entre los picos v/
y v/a, segun reportes de la literatura estas razones son inversamente proporcionales a la
concentracion de hemoglobina[17], encontrandose que estas razones iban aumentando
durante el choque séptico, en consecuencia, la concentracion de hemoglobina iba dismi-
nuyendo. Para estimar el porcentaje de disminucion de la concentraciéon de hemoglobina
se utilizé una curva de calibraciéon con hemoglobina (Sigma Chemical Co), al ajustar y
extrapolar con los datos obtenidos, se pudo estimar que dicha concentracion disminuye
después de la sexta hora a 30.2%.

4. Discusion

Como se mencioné al inicio de este articulo al caracterizar muestras por espectrosco-
pia fotoacustica es posible obtener el sonido que cada una de estas emite al ser irradiadas
con luz modulada [18]. En el caso particular de la sangre esta también emite un patrén de
sonido muy caracteristico, debido principalmente a su composicién, que en su mayoria es
de moléculas de hemoglobina, las cuales a su vez estan estructuradas con hierro (pico y),
ademads, una de las principales funciones de la hemoglobina es el transporte de oxigeno,
el cual también puede ser escuchado y detectado por espectroscopia fotoacustica (picos 3
y o), dando lugar al espectro completo de absorcion 6ptico de la sangre (figura 2).

Por otra parte, segtin estudios reportados en la literatura, se puede establecer una
relacion inversamente proporcional entre la razén de los picos y/[3 y y/a y la concentracion
de hemoglobina presente en la sangre[17]. En este estudio se calcularon estas razones para
cada una de las muestras de cada hora, y se observé que estas van aumentando a lo largo
del choque séptico, por lo que en lo consecuente se puede evidenciar que la concentracion
de hemoglobina va disminuyendo, aunado a esto, al hacer una extrapolacion de los datos
obtenidos con el ajuste a una curva de calibracién de hemoglobina también ya reportada
[4], se pudo hacer una estimacion de la concentracién de hemoglobina presente en la san-
gre, dando como resultado que la disminucion de dicha concentraciéon es del 30.2% a lo
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largo del choque séptico, esta disminucion en la concentracion de hemoglobina esta rela-
cionada con la severidad de este, por lo que se puede postular que es un biomarcador
potencial para detectar y dar seguimiento al choque séptico[4]. Es por esta razon que, si
se pudiera detectar dicha disminucién en etapas iniciales de la sepsis, habria una amplia
posibilidad de evitar que un paciente progrese a choque séptico con lo que podria dismi-
nuir la mortalidad por choque en pacientes en estado critico.

En un futuro se tiene pensado disefiar un prototipo cuyo principio de funcionamiento
basico sea el efecto fotoactstico, un dispositivo tipo glucoémetro, solo que en lugar de me-
dir glucosa mediria concentraciones de hemoglobina. De esta manera se podria hacer un
seguimiento mas preciso de los pacientes con sepsis para evitar la progresion a estado de
choque. La tecnologia puede detectar otras variables lo que da la posibilidad de evaluar
en una sola y pequefia cantidad de sangre sustancias que son importantes en el estudio
del paciente en condicién critica, sin la necesidad de tomar muestras multiples, lo cual
conlleva el riesgo de infeccion por bacterias multirresistentes.

5. Conclusiones

La técnica de espectroscopia fotoacustica nos permite observar el sonido que emite
una muestra de sangre a través de su espectro de absorcion 6ptico, este espectro es carac-
teristico de la sangre y muestra los componentes de esta, como el hierro presente en la
molécula de hemoglobina (y), de lo cual esta principalmente constituida la sangre y el
oxigeno (3 y at) presente en esta, ya que la principal funcién de la hemoglobina es el trans-
porte de este [19].

La espectroscopia fotoactstica es una técnica altamente sensible para detectar los
componentes estructurales de una muestra, en particular de muestra bioldgicas, convir-
tiéndola en una técnica con un amplio potencial en la deteccién y monitoreo de enferme-
dades.

Los resultados mostraron que la espectroscopia fotoacustica es una tecnologia que
puede aplicarse a la valoracion del paciente en estado critico para disminuir la presencia
de choque séptico y la morbimortalidad.
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