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“El médico del futuro no prescribira medicamentos, sino que
interesara a sus pacientes en el cuidado del marco humano, en cuanto a la
alimentacion y en la causa y la prevencion de la enfermedad.”

Thomas Edison
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/ Microscopia de Campo Oscuro - Una vision

Microscopica de Células en Vivo
Daniel S. Lee

“El estudio de la estructura, los movimientos y el comportamiento de las células en vivo,
bajo variadas condiciones experimentales, debiera ser una de las técnicas fundamentales
de la citologia de la sangre. Y sin embargo, esta forma de examinar a las células ha sido
reemplazada por la evaluacion de células tefiidas de un frotis; un hecho que es explicado por
el uso comun de este método para el diagnostico y el control del tratamiento. Afortunadamente
y sin embargo, hoy en dia, los hematdlogos se estan enfocando cada vez mas hacia técnicas
de la citologia general. De estas técnicas, la del examen de células vivas es una de las mas
importantes, particularmente desde el descubrimiento de nuevos principios de microscopia
(e.g. contraste de fase y contraste de interferencia)...”” (5)

Vamos a explicar qué es lo que ha sido llamado en varias formas como “analisis de sangre
en vivo”, “microscopia de campo oscuro”, “microscopia de contraste de fase”, “monitoreo
de células en vivo”, o algunos de estos nombres. No es mas que tomar una gota de sangre del
dedo, colocarla en un portaobjetos cubierto, deslizarlo debajo de un microscopio y efectuar las
observaciones. ¢ Qué es lo que puede ser visto o detectado? Muchas cosas - y todas estas cosas
se encuentran en los libros de texto.

Primero, nos gustaria mencionar que uno de los aspectos mas importantes del microscopio se
encuentra en el poder de la imagen, y mas especificamente, de permitir al cliente/paciente ver la
imagen de su propia sangre. Ver su propia sangre en vivo, ante sus 0jos es una confirmacion de los
procesos de vida dinamicos que se llevan a cabo dentro de su interior y una comprension de que
las elecciones que ellos hacen tienen un impacto sobre el fluido corporal de mayor importancia,
su sangre. Muchas personas, tras haber presenciado una sesion de monitoreo de sangre en vivo
se van comprendiendo en un nivel central, el rol directivo que tienen sobre su propia salud,
asi como la responsabilidad que les pertenece, para obtenerla. En manos de un técnico/clinico
experto que entiende el poder en esa imagen y su habilidad para llegar a niveles mas profundos
del pensamiento consciente e inconsciente, la esperanza puede ser mas facilmente proporcionada
a cualquiera que desee obtener un mejor “panorama” de su propia salud.

Esto es sumamente poderoso, ya que si el paciente no cuenta con esta esperanza, se encuentra
a medio camino de verse hundido, y debe aclararse que esta no es una falsa esperanza, ya que
los milagros pueden suceder y suceden cuando la accion apropiada se lleva a cabo.

La microscopia de sangre en vivo es s6lo una herramienta, pero en las manos de un técnico/
clinico experto, esta herramienta puede ser una tan poderosa como para proporcionar los
contenidos internos de los diferentes niveles de balance dentro de la persona. Mas adelante,
nos referiremos a textos que tratan méas especificamente con el microscopio en si, pero por el
momento, veamos en forma breve algunos de los conceptos, todos ellos apoyados y validados, a
través de libros de enfoque médico. La clave es conectar los puntos entre la teoria, los conceptos
y la aplicacion.

Es cierto que la energia de vida y salud de una persona se evidencian en las gotas de su
sangre. EIl utilizar microscopios con video de alta definicion para evaluar las formas y otras
propiedades de las células sanguineas individuales puede ser muy revelador. A menudo, se
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/identifican cosas que nunca se ven con los métodos tradicionales de monitoreo de la sangre. En

si mismo, el monitoreo de las células sanguineas en vivo no es un procedimiento diagnostico.

Sin embargo, con frecuencia, puede indicarle en qué direccion llevar a cabo subsecuentes
pruebas de diagndstico. Para nuestros fines, s6lo queremos un panorama del “terreno” de la
sangre, para obtener una idea del panorama global de la “carga téxica” y el estado consecuente
de salud de nuestro cliente/paciente.

Al observar con atencion al microscopio y al ver la sangre en vivo, vemos "“causa y efecto”.
Cuando usted no se esta sintiendo bien, su sangre no se ve bien. A menudo, entre peor se
siente, peor se ve. Cuando usted se recupera, también asi su sangre se ve mejorada. Hay una
correlacion simple. Haga que su sangre se vea mejor y usted se sentird mejor. Limpie su sangre,
limpie su salud.

Pero hay algo mas en juego. Cuando se siente mejor, también su actitud es mejor. Su estado
de salud mental esta alineado muy de cerca con el estado de su salud fisica. Cambie su salud
fisica e impactara su salud mental. Lo contrario también es cierto; cambie su salud mental, y
cambiara su salud fisica. ¢ En donde se ve esto reflejado? En la sangre.

Cambie su sangre, y cambiara su consciencia.
Cambie su consciencia, y cambiara su sangre.

Nuestra sangre sostiene elementos -la huella vibracional- de quienes somos. Contiene la
firma de nuestra alma. Como dice la Biblia: “La Vida esta en la Sangre”. Hay muchas historias
que correlacionan estas verdades.

Introduccion - Examen de Campo Oscuro

La microscopia de campo oscuro ha estado en uso por un largo tiempo ya, y fue una forma
muy importante para ver especimenes vivos bajo condiciones microscopicas, desde hace ya
mas de 100 afios. Esencialmente, los especimenes son vistos sobre un campo oscuro o un fondo
negro, y la luz es proyectada con un cierto angulo desde los lados. Asi, particulas invisibles son
iluminadas contra el fondo oscuro.

Para antecedentes histdricos, existe un nimero de textos, y vasta literatura que la mente curiosa
puede consultar para realizar una mayor investigacion en esta area. Algunos se encuentran
fuera de impresion y seran dificiles de encontrar. Estos libros son:

eLa Ciclogenia de la Bacteria, por Gunther Enderlein

eIntroduccidn a los Diagnosticos en Campo Oscuro, por Cornelia Schwerdtle y Franz Arnoul
*Examen de Sangre en Campo Oscuro, por Maria Bleker

*Asesinos Ocultos, por Eric Enby, Peter Gosch y Michael Sheehan

*Guerreros del Campo Oscuro, por Greg Fredericks

¢, Qué Es Exactamente Un Microscopio De
“Campo Oscuro”?
Un microscopio de campo oscuro es sencillamente un microscopio estandar de laboratorio,

en el que ciertas técnicas dpticas son utilizadas para transformar la forma en la cual la luz pasa
a través del espécimen que se observa. Por ejemplo, digamos que estamos viendo sangre en
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/vivo en un portaobjetos de vidrio. EI modo normal de un microscopio se llama de “campo

luminoso”. En este modo de vision, la luz brilla directamente sobre el objeto. Cuando la luz
brilla directamente sobre el objeto, los objetos transparentes son invisibles. Es como si usted
estuviera parado a un lado de una ventana soleada, viendo a través del polvo. Si hubiera una
pared blanca entre usted y el polvo, no veria nunca el polvo, ya que es transparente, cuando
se trata de ver en contra de la pared blanca. Sin embargo, si colocara una cortina negra, en el
lugar de la pared blanca, de repente, el polvo apareceria en su visién. EI microscopio de campo
oscuro hace lo mismo. El objeto se encuentra sobre un fondo oscuro (o campo), y la luz es
proyectada con un angulo sobre el objeto, desde los lados. Las cosas que antes eran invisibles
se tornan visibles.

La iluminacion del campo oscuro facilita el examen de peliculas de sangre humeda y
proporciona una imagen mas precisa que el microscopio estandar de campo luminoso. Los
leucocitos son vistos rapidamente, debido a las propiedades refractarias de sus granulos, las
pequefas plaquetas son vistas claramente, el movimiento amiboideo de las células es visible,
y los eritrocitos también pueden ser identificados facilmente debido a que sus membranas
celulares son altamente refractarias. EI material quiloso (quilomicrones) es visto rapidamente
como manchas blancas que pudieran ser comparadas con un efecto de “tormenta de nieve”. Los
parasitos, tales como lamalaria, pueden ser vistos debido a un pigmento refractario. Sin embargo,
poco mas que los granulos de las células puede ser identificado. La microscopia de contraste
de fase, por otro lado, intensifica diferencias relativamente diminutas en densidad oOptica y
le permite a uno ver los detalles intimos de las células y de las estructuras citoplasmicas. La
cromatina del nucleo, la mitocondria, el centrosoma, y los granulos especificos del citoplasma
son todos claramente visibles en la célula sin tefiir y sin dafar, en vivo. Las plaguetas son vistas
tan nitidamente con el contraste de fase que pueden ser contadas directamente en una camara
especial de conteo (22).

Introducciodn - El Microscopio de Contraste de Fase

El método por contraste de fase en la microscopia fue inventado por el fisico holandés Fritz
Zernike, quien obtuvo el Premio Nobel in 1953. Es interesante saber que el contraste de fase
no fue descubierto durante sus trabajos con un microscopio, sino cuando trabajaba en una parte
diferente de la Optica. Para un fisico interesado en la Optica, no resultd ser un gran paso el
cambiar de esta materia al microscopio (26, 15). Utilizado originalmente por su inventor para
inspeccionar los espejos de los telescopios, la técnica por contraste de fase fue aplicada a la
microscopia poco despues. El trabajo inicial de Zernike, fue primero demostrado en 1935, pero
el desarrollo efectivo de la microscopia por contraste de fase no fue antes de 1946 (15,16).

El microscopio de contraste de fase es un aparato que presenta diferencias en los indices de
refraccion entre las regiones de un objeto, observadas como diferencias en intensidad. Méas
precisamente, las diferencias en las vias dpticas son convertidas en diferencias en intensidad.
El microscopio de contraste de fase es, por tanto, un medio para producir contraste en
objetos sin tefiir (e.g., en donde las diferencias en la absorcion entre las regiones del objeto
son insignificantes). En algunas aplicaciones, el instrumento puede ser utilizado para evaluar
diferencias cuantitativas en las vias Opticas, pero su principal funcién es cualitativa. Un
microscopio de contraste de fase ajustado adecuadamente puede ser utilizado para observar
contraste en el objeto, por cualquiera que esté familiarizado con los procedimientos empleados
en la microscopia de campo luminoso normal (25,20).
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/ Lamicroscopia de contraste de fase depende de dos principios opticos: (1) las ondas luminosas

fuera de fase se cancelan entre si, de manera total o parcial, dependiendo de si son de la misma
o0 de una amplitud diferente, y (2) la velocidad de la luz que pasa a través de una sustancia varia
segun el indice de refraccion de la sustancia. Las principales caracteristicas de un microscopio
de contraste de fase son las siguientes: En vez del condensador Abbe normal, utilizado en los
microscopios estandares, existe un condensador de fase especial, que contiene un diafragma
anular, localizado por debajo del lente inferior, el cual, sélo transmite luz alrededor del anulo
de la circunferencia, y el centro queda bloqueado y oscuro. Los objetivos de fase también son
diferentes; un anillo de pelicula fina es aplicado en la parte trasera del plano focal, ya sea en
un disco por separado o directamente sobre la superficie del lente posterior. Esta pelicula actla
como unarejilla de difraccion, la luz que la atraviesa es sacada fuera de fase. Cuando se observa
el sistema oOptico de fase, a través de la pieza especial de centrado ocular, la pelicula anular de
cambio de fase del objetivo aparece negra, en tanto que la imagen del anulo del condensador
es brillante. Cuando los dos anillos se encuentran en una posicion exactamente concéntrica y
estan sobrepuestos, el sistema dptico es tal, que los rayos de luz son ligeramente difractados
al atravesar el objeto, y se encuentran fuera de fase en 1/4 de longitud de onda de los rayos
que se encuentran mas difractados, los cuales pasan principalmente a través del centro del
objetivo. Esa porcién del objeto que es un mayor impedimento a las ondas luminosas, debido a
un mayor espesor de difraccion es visto como una estructura oscura en contra de un fondo mas
claro, obtenido por las areas que difractan las ondas de luz en menor medida. Las diferencias,
por ello, resultan marcadamente acentuadas. Las estructuras invisibles para la microscopia
estandar, debido a que poco difieren de las areas adyacentes en cuanto a refraccion, en esta
forma se convierten en claramente delimitadas. En la microscopia estandar, se usan tinciones
diferenciales para obtener dichas estructuras, pero al costo de matar a las células y someter a
sus componentes a dafios quimicos severos. Con la microscopia de contraste de fase, por otro
lado, la célula viviente y sin distorsion puede ser examinada. La experiencia de ver células
vivas y distinguir sus detalles minimos estructurales es algo excitante (22).

Las tres propiedades, aumento, poder de resolucion y contraste, son a menudo llamadas,
las piedras angulares de la microscopia. Dicken’s Sam Weller (The Picwick Papers) comentd:
“Si, tengo un par de 0jos... y eso es todo. Si fueran un par de microscopios de patente de doble
mision y aumento por gas de alto poder, tal vez seria capaz de ver a través de las escaleras y
de una puerta cerrada...”. Para el hombre comun, los microscopios equivalen al aumento del
tamafo; sin embargo, el aumento resulta ser el pardmetro menos importante de estos tres, es
sencillamente, aumentar el detalle, con suficiente resolucion para el ultimo receptor del sistema
oOptico - el ojo humano. EI microscopio sirve principalmente para dar resolucion a detalles mas
finos en el objeto, para que puedan ser percibidos a la distancia mas cercana de una vision
distinta, o del punto més cercano, del ojo. El segundo requerimiento es que la resolucion del
detalle debe ser visible. El contraste del objeto y/o el sistema dptico deben ser optimizados para
facilitar la vision y extraer la informacion del detalle inherente al objeto que se estudia (24).

La microscopia convencional se basa en las diferencias en el color o en las diferencias en
la absorcion para producir el contraste necesario y puedan ser detectadas por el ojo. Muchos
especimenes bioldgicos, tales como los componentes de las células vivas, no cambian la
amplitud de la luz que pasa a través de ellos, pero si cambian la fase de las ondas de luz. Ya
que el 0jo no es sensible a los cambios de fase, esto no hace visible al objeto. EI propdsito del
método por contraste de fase es convertir estos cambios de fase en cambios de amplitud, que
son visibles (16).
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/ Debemos enfrentar el hecho de que el microscopio convencional deja mucho que desear. En

un campo en particular, principalmente en la evaluacion de material vivo, ha manifestado varias
desventajas. La materia viva es, como regla, mas o menos transparente. Sus constituyentes
esenciales, el citoplasma y el resto, estan dispersos en agua y tienen un indice de refraccion,
solo marginalmente diferente del medio acuoso que rodea a la célula. Como resultado, los rayos
de luz transmitidos por el objeto no son refractados materialmente de su curso, y sélo imagenes
muy débiles se forman. Los efectos visuales del contraste de fase son muy utiles: incluso, una
alteracion muy sutil en el brillo de la imagen observada, y estructuras pequefias (virtualmente
invisibles) pueden ser claramente diferenciadas (14).

Investigacion Cientifica

La investigacion puede ser definida como la bisqueda organizada para obtener un nuevo
conocimiento. Es el proceso activo de la ciencia, "conocer”. Este proceso tiene varias
caracteristicas importantes. La investigacion busca la objetividad, es publica, acumulativa y
es ética.

La investigacion cientifica generalmente cae en una de dos categorias: basica y aplicada.
La investigacion basica estudia la naturaleza tal como existe; la investigacion aplicada estudia
la intervencion humana en los procesos naturales. Asi, el investigar la relacion entre la auto-
eficacia percibida y la frecuencia de comportamientos en un trastorno alimenticio, seria una
investigacion basica. El evaluar la efectividad de un programa para mejorar la autoeficacia
entre los individuos con desordenes en la alimentacion es una investigacion aplicada. Ya que
la salud es, por definicion, una disciplina aplicada, gran parte de la investigacion en el campo
de la salud resulta ser, aplicada méas que basica. La efectividad de las pruebas diagnosticas; el
resultado de un tratamiento en particular; el éxito de las intervenciones disefiadas para afectar el
conocimiento, las actitudes o los comportamientos; todos ellos temas comunes de investigacion
aplicada en el &rea de la salud general.

Los fildsofos de la ciencia sugieren que el propoésito de la investigacion, sea basica o aplicada,
es de dos vias. Primera, la investigacion intenta descubrir patrones o relaciones en los eventos.
Por ejemplo, un investigador podra encontrar que un conjunto de sintomas esta asociado con
la presencia de un virus en particular, 0 que un cierto conjunto de cambios de situacién vital
estresantes conduce a un mayor riesgo de enfermedad. A veces, estas relaciones pueden ser
cuantificadas y ser declaradas como “leyes cientificas”. A menudo, son mas cualitativas y
menos precisas. En cualquiera de los casos, sin embargo, la identificacion de dichos patrones
hace a la naturaleza algo mas predecible para el cientifico. Esta predictibilidad es importante,
si las intervenciones pueden extenderse al control humano sobre los procesos naturales que adn
restan por descubrirse. El reconocimiento de que un cierto estilo de vida produce un conjunto
estable de sintomas, por ejemplo, puede ser un importante primer paso descubrir un proceso de
cambio que corrija esas condiciones asi como los sintomas relacionados.

Aplicacion de la Informacion de la Investigacion

Es interesante saber que cuando Zernike descubrio el principio detréas del contraste de fase,
la compafiia Zeiss inicialmente no tuvo interés en su aplicacion. Ellos se habian formado bajo
la creencia de que todo lo valioso del conocimiento o lo que pudiera intentarse en el campo de
la microscopia ya habia sido alcanzado (5).
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/ La aplicacion del conocimiento o de puntos de vista divergentes en el conocimiento toma

muchas avenidas diferentes en cuanto al enfoque. El principal motivador, sin embargo, se origina
en los conceptos comunes de la mercadotecnia. Si tiene alguna aplicacion, si la gente puede
quedar convencida y estar segura de su aplicacion, y si ademas encuentra cierta economia en
ello. Esto es, si la energia o el gasto involucrado garantizan la inversion de cambiar sus mentes
y hacer uso de los nuevos descubrimientos. Esta es una declaracion simplificada, de lo que es
mas bien, un proceso complejo de “llevar un producto al mercado”.

El microscopio de contraste de fase es un instrumento que es ampliamente utilizado en
el proceso cientifico del andlisis celular. Es en todo sentido, no el Unico ni el instrumento
definitivo utilizado para las determinaciones finales en muchos de los procesos de investigacion,
pero es un adjunto en las investigaciones en un amplio campo de observaciones celulares. La
investigacion esta repleta del uso del microscopio de contraste de fase en células vivas, en los
analisis de tincion y en las investigaciones a nivel celular.

En este punto, es importante entender la diferencia entre la aplicacion de la ciencia en el
diagnostico para el tratamiento, a través de métodos convencionales y la aplicacion de los
medios cientificos para efectuar un cambio en el estilo de vida personal. Un meédico puede
prescribir un medicamento como resultado de un diagnéstico de una anormalidad, pero el
paciente aun debe decidir tomar el medicamento. De igual forma, el médico puede ser capaz
de sugerir al paciente sobre cambios necesarios en su estilo de vida para una mejor salud, pero
el cliente/paciente debera tomar los pasos que lo guiaran hacia una mejor salud. En cualquiera
de los enfoques, el paciente o cliente debera estar convencido de que cualquiera que sea la
accion recomendada, ésta lo conducira hacia una mejor salud. Este es de hecho, un enfoque de
mercadotecnia. Debera existir credibilidad, confiabilidad y aceptacién con una resolucion del
paciente para seguir el tratamiento.

El microscopio de contraste de fase es usado efectivamente en el laboratorio como un enfoque
cientifico para la investigacion. Pero ,cOmo es que esta herramienta puede ser utilizada en
forma efectiva como una demostracion cientifica valida, al ver la sangre en vivo, de tal forma
que ayude a la gente en su deseo de cambiar su estilo de vida para tener una mejor salud? Para
contestar esta pregunta, la siguiente informacion le ayudara al mostrar la correlacion que hay
entre la investigacion realizada en el analisis de las células con el microscopio de contraste de
fase y como la forma de las células puede ser vividamente distinguida y observada en un marco
cientifico.

Diferenciacion De Células Sanguineas

El mecanismo por el cual sucede la diferenciacion de una célula raiz para transformarse ya sea
en una célula roja, una blanca o en una plaqueta no ha sido determinado en forma concluyente.
No es necesario decirlo, los problemas que plantea esta pregunta se encuentran entre los mas
importantes en hematologia. Cuando los primeros cultivos de la médula 6sea fueron hechos,
habia una gran esperanza de que al manipular el ambiente, lo cual es relativamente facil de
llevar a cabo in "vitro", podriamos conocer no solo las razones de dicha diferenciacion, sino
también conocer las respuestas relacionadas con el origen de las lineas de células sanguineas
diferenciadas (5).

El diagnostico de discrasias hematoldgicas (enfermedad) es ulteriormente resuelto por la
identificacion microscépica y la caracterizacion de las células de la sangre y de la médula Gsea.
A menudo, la delineacion entre la morfologia de una célula normal y una patoldgica depende
de diminutas alteraciones en la morfologia celular. La relativa facilidad de visualizacion

© Asociacion Mexicana de Microscopia®. CaliVita® International
Prohibida la reproduccion parcial o total del contenido de este libro

6 \ _




MICROSCOPIA APLICADA PARA LA EVALUACION NUTRICIONAL Y CORRECCION CON SUPLEMENTOS /

/proporcionada por el microscopio de contraste de fase para el estudio de células vivas ha

motivado a muchos laboratorios a utilizar esta técnica como un adjunto en el diagndstico de
discrasias hematologicas (1).

El microscopio de escaneo de electrones tiene una resolucion de 200 A, o 10 veces mayor
poder que el microscopio de luz. Ademas, tiene una gran profundidad de foco y presenta una
vista tridimensional de las células rojas. Estas caracteristicas han hecho posible delinear dos
prototipos de células espiculadas, de manera clara e inequivoca: acantocitos y equinocitos. Una
vez que los detalles de la morfologia del equinocito y del acantocito, asi como de otras formas,
como se ven en el microscopio de escaneo de electrones, son apreciados, los diferentes tipos
de células espiculadas pueden usualmente ser distinguidos en frotis ordinarios (8). Como un
ejemplo del uso del microscopio de fase, en la observacion de equinocitos en ocho pacientes,
después de la observacion de células rojas espiculadas en los frotis, una cuidadosa confirmacién
de equinocitosis fue hecha por la observacion de células rojas frescas con la microscopia de
contraste de fase y después la microscopia de electrones (MEE), después de su fijacion. En todos
los casos, la confirmacion de la presencia de células rojas anormales fue hecha primero por un
cuidadoso examen de la sangre en preparaciones humedas observadas en el de contraste de fase
y después en el (MEE). También se observo, en los mismos experimentos, que el glutaraldehido,
el cual fijaba las células rojas preparadas para el MEE eran mucho menos espiculadas que las
células rojas frescas. En otras palabras, el proceso de preparacion y de tincién de la muestra,
altero las células (13).

Existen muchos estudios que confirman que las células rojas diferenciadas pueden ser
distinguidas con el microscopio de contraste de fase, y de hecho, se le utiliza en los estudios
de investigacion morfologica (18, 13, 23, 7, 3, 12). En el libro de Hematologia de Williams,
Quinta Edicidn, Tabla 32-2, se representa la nomenclatura de las formas de las células rojas y los
estados asociados de enfermedad (7). En el libro de Gradwohl, Métodos y Diagnosticos Clinicos
de Laboratorio, Vol. 2, pag. 1768, se menciona: “Wied ha hecho una evaluacién comparativa
extensa de la microscopia de fase y el rutinario método del Papanicolau. EI concluye que la
microscopia de fase es la segunda mejor opcion para los examenes citoldgicos de rutina. El
cita la posibilidad de un examen microscopico inmediato como la mayor ventaja y sugiere la
utilizacion de la microscopia de fase, como una técnica adicional empleada para la deteccion
del cancer y para la evaluacion hormonal de especimenes ginecoldgicos (16).

El uso del microscopio de contraste de fase para ver las células blancas de la sangre es tan
amplio como para las células rojas. Los estudios involucran los megacariocitos (19), fagocitos
mononucleares (9,10.11), el destino del estafilococo dentro de los leucocitos humanos (21), el
rol de los neutrofilos en neutrofilos adherentes unidos a las células endoteliales por induccion
con citosina (2), y el factor de estimulacién de colonias de macrofagos que estimula la
supervivencia y el comportamiento quimiotactico en osteoclastos aislados (17), como sélo una
pequefia muestra.

Ventajas del Campo Oscuro y Contraste de Fase
para la Demostracion Clinica de Sangre en Vivo

Los métodos de las preparaciones de frotis de sangre viva para la observacion en microscopio
de contraste de fase, deben seguir procedimientos clinicos establecidos para asegurar que la
muestra sea clara y esté libre de los artefactos que se encuentran fuera de la muestra de sangre.
Las ventajas de observar la sangre en vivo, (muestra himeda) son: (a) toma menos tiempo
preparar la muestra y puede ser observada inmediatamente en un estado vivo, (b) la muestra
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/hUmeda no se ve afectada por la fijacion con quimicos, tales como el glutaraldehido y con

ciertas tinciones (13, 6), (c) La preparacion de peliculas tefiidas, en seco, para la evaluacion
de eritrocitos, introduce numerosas alteraciones morfoldgicas. Al inicio del frotis, conforme
inicia el secado, muchas células nonales son transformadas en equinocitos. Al final del frotis,
cerca de todos los eritrocitos, incluyendo los equinocitos, estan dispersos y son aplanados por
la tension superficial (6), (d) La transformacién de los disocitos-equinocitos, "in vitro", en
preparaciones “himedas” puede ser evitada si aseguramos superficies de vidrio limpias, un
adecuado volumen entre el portaobjetos y el cubreobjetos, asi como una inmediata inspeccion
del espécimen (6). Debe ser mencionado que en el escenario clinico, en donde la muestra
himeda es vista inmediatamente y las precauciones normales son tomadas, el portaobjetos
puede ser preparado sin sellar las orillas del cubreobjetos. Si, en todo caso, el portaobjetos sera
observado tiempo después, entonces las orillas del cubreobjetos deberan ser selladas con cera,
vaselina u otro tipo de gel.

Microscopia de Electrones (ME)

El uso de microscopios de electrones puede permitir el examen de los detalles celulares
ultraestructurales, su capacidad de aumento es suficiente para distinguir moléculas individuales.
Los analisis con ME pueden revelar informacion importante en lo relativo a la estructura y
funcion de las células y de los organelos celulares.

Aunque rara vez se requiere para evaluaciones hematologicas de rutina, el ME es una
herramienta importante de investigacion y puede ser til en el diagnéstico de enfermedades
escasamente diferenciadas.

Los dos tipos béasicos de técnicas de ME son por transmision y escaneo. La técnica de
transmision involucra el uso de electrones de alta velocidad que se enfocan en una seccion
ultra delgada. Conforme los electrones pasan a través de la seccion, diferentes partes de la
célula absorben, difractan, o transmiten el rayo de electrones. El rayo de electrones es entonces
enfocado por lentes electromagnéticos en una pelicula fotografica sensible a los electrones. Con
el uso de esta técnica, los objetos pueden ser magnificados, tanto como 1 millén de veces. La
microscopia de escaneo de electrones (MEE) es una técnica que proporciona una imagen de una
superficie con perspectiva que imita la vision estereoscépica normal, pero a un mayor aumento.
Un rayo de electrones es reflejado desde una superficie en un patron difuso; la dispersién de
electrones crea iméagenes de luz y sombras oscuras que pueden retratar las caracteristicas de
la superficie. El efecto es analogo a la técnica de sombreado, utilizado en las formas de arte,
el observador percibe la imagen en tres dimensiones. Esta técnica ha probado su valor como
un medio para estudiar las caracteristicas de la membrana celular, pero su uso es minimo en el
diagnostico hematologico.

Conclusion

La Clave para la Validacion es Conectar los Puntos

Digamos que usted tiene una foto de la sangre que muestra altos niveles de fibrogeno
presente (Ilamados espiculas); puede que comience a pensar en razones y proporciones, Como
la relacionada con las proteinas- albumina, globulina, fibrindgeno. Es muy probable en este
caso, que con altos niveles de fibrindgeno, pueda ver bajos niveles de albumina concurrentes.
Tiene que ser. La correlacion; entre mas enferma una persona, mas baja su albumina (y mas alta
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/es la presencia de espiculas en la sangre). Esto puede darle pauta para que piense en el higado.

El proceso continta desde ahi y los puntos comienzan a conectarse.

Digamos que observa altos niveles de celulas rojas aglutinadas, usted sabra que la persona
tendra una tasa de sedimentacion mas alta. Comience a unir los puntos.

Digamos que parece ser que existen muchos coacervados (organismos de tipo protoplasmico)
en el plasma. Es muy probable que esta persona padezca de algo que esta trastornando su
balance i6nico de mineralizacion en la sangre. Surgiran ain mas preguntas para el paciente para
que usted pueda conectar ain mas puntos.

Digamos que estd observando células blancas neutrofilicas hipersegmentadas. Justo en
cualquier texto de hematologia, esto se relaciona con deficiencias de B12 y de acido folico.
Comience a conectar los puntos. Para obtener la B12 de los alimentos, usted debe tener una
buena produccion de HCL. Si la persona esta teniendo problemas de digestion, debido a una
hipoclorhidria, puede ser probable que el bicarbonato esté siendo intercambiado por cloruro en
los rifiones (lo que significa problemas en el equilibrio acido-base- si, justo como lo menciona
el libro de Fisiologia de Guyton). Avance ain mas y observe una correlacion con los tipos
de células rojas Ilamadas estomatocitos o equinocitos, los cuales son concurrentes con un
desequilibrio en el pH celular, en una forma u otra, antes de que se dé cuenta, estara comenzando
a armar una imagen de lo que realmente esta pasando con este paciente.

Cuando escucho un comentario de un médico como: “Eso del microscopio de campo oscuro
son puras tonterias, nada cientifico”, sé que la persona, o nunca fue a la escuela de medicina,
0 se durmi6 en sus clases. Tal vez, sélo estén regurgitando palabras profesionales escuchadas
en su clase de ética médica. Estas personas, a menudo, juran ser “solo cientificas”, pero parece
que es una ficcion conveniente a divulgar y lo que en verdad estan diciendo es que dejaron su
pensamiento cognitivo junto con su sentido comln en casa, o eligieron no abandonar su zona
de confort. Una vez que una persona se mete dentro de esa caja, es dificil que escape.

Para otras personas, es dificil admitir que el sudor, el esfuerzo y el tremendo costo de acudir
a la escuela de medicina no les brindaron todas las respuestas concebibles en el cuidado de
la salud. Pero aprender acerca de la salud no fue el proposito de la escuela de medicina y el
mayor error consiste en pensar que fue asi. Asi que cuando algunos médicos vienen en contra
de otro tipo de doctores “alternativos”, con un enfoque diferente en el cuidado de la salud, se
pueden dar de topes. Ambas partes piensan que la otra estd mal, y asi sucesivamente. Pero lo
interesante de esto es que hay un puente entre las dos facciones; viene de la anatomia basica,
fisiologia, bioquimica, y la realidad que nace de los resultados y del entendimiento de que la
naturaleza, a menudo, proporciona la cura.

Y éste es realmente el corazon de la validacion de este trabajo. EIl entendimiento de los libros
de texto, la aplicacion de los propios procesos de la naturaleza al problema, y los resultados
obtenidos. Con eso dicho, veamos ahora al microscopio en si mismo y el proceso del analisis
de sangre.

Las siguientes declaraciones del libro de Hematologia Clinica, de Wintrobe, novena edicion,
resume la importancia de un examen cuidadoso de los elementos que conforman la sangre y la
aplicacion del contraste de fase.

““... unaspecto igualmente importante de la evaluacion hematoldgica es el examen cuidadoso
y completo de la morfologia celular. La importancia de este procedimiento no puede ser
sobreestimado. Probablemente incluso contribuye mas al diagndstico que ninguna otra prueba
individual de laboratorio. Casi cualquier enfermedad que afecta los componentes celulares de
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/Ia sangre puede ser visualizada en la forma de; o bien, cambios citologicos en la morfologia

de la célula, o una distribucion alterada de los tipos de células™ (27).

*““La mayor ventaja de las evaluaciones por contraste de fase es la habilidad para evaluar
detalles finos en células vivas. El observador puede reconocer y estudiar la cromatina, la
mitocondria, el centrosoma, y los granulos especificos con un alto grado de claridad. En
particular, los granulos de los leucocitos pueden ser definidos mas precisamente que en
las preparaciones fijas. Los exdmenes por contraste de fase son utiles para identificar las
inclusiones de células rojas, y otras numerosas particulas intracelulares también. Mas aun,
las técnicas de contraste de fase son los medios preferidos para enumerar manualmente a las
plaquetas. Las diferencias en las membranas del nucleo y nucleolo entre los linfoblastos y los
mieloblastos son mas aparentes en el analisis microscopico de fase que en los frotis con tincion
de Romanovsky”. (27).

La psicologia de la educacion y la motivacion de las personas para la accion es una ciencia
y ha sido estudiada dentro de virtualmente todo negocio exitoso. El antes confiable adagio: “Si
construyes una mejor trampa para los ratones, la gente construira una ruta hasta tu puerta”, no
resulta valido para nuestra sociedad actual. Hoy, las personas son inundadas de todo tipo de
informacion, de muchas fuentes diferentes, y por muy sofisticados métodos. En consecuencia,
se han hecho muy selectivas en cuanto a lo que creen o hacen, en los intentos o acciones que
pretenden influir en su proceso de decision.

Hay una extensa preocupacion de que en el futuro, los recursos no estaran disponibles para
cuidar de la gente que necesita asistencia médica. ; Como es que entonces algo tan simple como
una declaracion del Cirujano General, demostrando la relacién de la enfermedad con el estilo
de vida, y que esté directamente relacionada en 8 de cada 10 causas de muerte en los Estados
Unidos, no puede ser un foco de extrema importancia y un enfoque poco costoso hacia el
mejoramiento de la salud?

Si busca convencer a las personas de que necesitan efectuar un cambio en el estilo de vida que
Ilevan, debe tener en consideracion los conceptos basicos de la psicologia de la mercadotecnia.
Usted debe primero, obtener su atencion. EI microscopio de contraste de fase utilizado en la
demostracion de una muestra de sangre in vivo, en el asesoramiento de la salud es tanto un
instrumento cientifico valido, como una herramienta grafica muy poderosa en el proceso de
modificacion del comportamiento. El cliente comenzard a entender como su estilo de vida
puede contribuir con la degeneracion celular, asi como el papel que la nutricidn juega en el
estado general de salud del cuerpo.
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