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Resumen

La microviscosidad interna de globulos rojos con bajas concentraciones de hemoglobina
(Hb) fue medida por resonancia paramagnética electronica (RPE) usando el marcador de
spin maleimido-tempo. Las poblaciones eritrocitarias con concentracion de Hb disminuida
fueron obtenidas con un método in vitro que conserva la forma y volumen celular
normales. Se prepararon también soluciones de Hb de distintas concentraciones y se les
midio6 la microviscosidad por RPE. Se encontré que la dependencia de la microviscosidad
de eritrocitos y de soluciones de Hb con la concentracion puede ser descripta por la misma
ecuacion exponencial. Esto significa que el citoplasma de los gldbulos rojos se comporta
como una soluciéon de Hb de concentracion equivalente, y sus valores de microviscosidad
no estan afectados por la presencia de la membrana celular. La comparacion de
microviscosidad de soluciones de Hb con los datos de viscosidad macroscopica de otros
autores permite concluir que las mediciones de microviscosidad dan informacion sobre la
viscosidad intrinseca de la molécula en solucion, pero no son sensibles a las interacciones
intermoleculares.

Abstract

Internal microviscosity of erythrocytes with subnormal hemoglobin (Hb) concentrations
was measured by electron paramagnetic resonance (EPR) using the spin label maleimido-
tempo. Erythrocyte populations with low Hb concentrations were obtained by an in vitro
procedure in which normal cell shape and volume are kept constant. Hb solutions with
variable concentrations were prepared and their microviscosity was also measured by
EPR. We found that the microviscosity dependence on concentration can be described by
the same exponential equation, both for erythrocyte cytoplasm and for Hb solutions. This
means that erythrocyte cytoplasm behaves like an Hb solution of equivalent concentration,
and microviscosity values are not affected by the cell membrane. The comparison of
microviscosity values of Hb solutions with macroscopic viscosity data from other authors
allows us to conclude that microviscosity measurements give information about the
intrinsic viscosity of the solute molecule, but they are not sensitive to intermolecular
interactions.

" Autor a quien debe dirigirse la correspondencia.

344 - ANALES AFA Vol. 6 VILLA GIARDINO (Cba.) - 344



Introduccién

La viscosidad interna es un dato valioso
en la determinacion de las propiedades
mecanicas de los globulos rojos o eritrocitos.
Depende de la concentracion de hemoglobina
(Hb), proteina globular que es la ftnica
macromolécula en solucidn en el citoplasma'?.
La unica forma de medir directamente esta
viscosidad es por métodos espectroscopicos™ %, a
través de la determinacion del tiempo de
correlacion de moléculas marcadas capaces de
atravesar la membrana celular. En estos casos se
habla de “microviscosidad™, ya que se mide la
viscosidad del entorno inmediato de la molécula
marcada.

Interesa establecer la dependencia precisa
de la microviscosidad interna de los eritrocitos
con la concentracion de Hb en el citoplasma,
denominada en bioquimica “concentracion de
Hb corpuscular media” (CHbCM). Algunos
autores han encontrado evidencias de la

influencia de la membrana celular en la
microviscosidad  interna de eritrocitos®®,
mientras que otros concluyen que la
microviscosidad interna esta  determinada

{nicamente por la CHbCM®. Sin embargo, en los
estudios realizados hasta el presente, las
variaciones de la CHbCM han sido obtenidas
modificando el contenido celular de agua,
mediante la variacion de la osmolaridad del
medio de suspension®>®. En este proceso el
eritrocito se dilata (en medios hiposmoticos) o
se encoge (en medios hiperosmoticos), variando

simultaneamente el volumen celular, la
concentracion de los demas componentes
citoplasmaticos y eventualmente las

interacciones molécula-solvente. El objetivo de
este trabajo es determinar la dependencia de la
microviscosidad interna de los eritrocitos con la
CHbCM manteniendo su forma y volumen
constantes, lo que se logra a través de la lisis
controlada. Los valores de CHbCM que se
obtienen corresponden al rango hipocromico
(concentraciones menores que las normales). La
microviscosidad interna fue medida por
resonancia paramagnética electronica (RPE).
Para determinar si los resultados obtenidos estan
influenciados por la presencia de la membrana
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celular’, se midi6 ademas la microviscosidad de
soluciones de Hb en funcion de la concentracion.

Experimental

Lisis controlada y gradiente de densidad. Los
eritrocitos fueron expuestos a un medio
hipotdnico que provocé la salida del contenido
citoplasmatico>'’. Posteriormente se indujo el
resellado, en condiciones tales que permitieron
reconstituir la forma y volumen normales del
eritrocito, como asi también la composicion
normal del citoplasma, pero con la concentracion
de Hb disminuida. Las poblaciones eritrocitarias
fueron separadas en un gradiente de densidad de
Dextran (densidades especificas 1.06, 1.07 y
1.08).

Preparacion de soluciones de Hb Se provocod
lisis de eritrocitos por sonicacion y se centrifugd
extensivamente para separar todo resto de
membranas™''. La solucion obtenida se diluyé en
solucion salina tamponada (pH 7.4) a las
concentraciones deseadas. La concentracion de
Hb fue medida por métodos
espectrofotométricos y la CHbCM se calculo a
partir de las técnicas bioquimicas usuales.

Espectros de RPE Fueron obtenidos a 25 °C y
9.7 Ghz (banda X) con un espectrometro Bruker
ER-200. Se us6 como portamuestras una celda
plana de cuarzo. Se utilizo el marcador de spin
maleimida-tempo, radical nitréxido que atraviesa
la membrana eritrocitaria 'y se une
covalentemente al glutation, tripéptido presente
en el citoplasma*’. Por lo tanto, la molécula
paramagnética cuyo espectro de RPE se registra
es el compuesto glutation + maleimida-tempo.
La membrana celular es impermeable al
producto de la reaccion, de modo que los
eritrocitos pueden lavarse para eliminar el
marcador exterior. Para medir la
microviscosidad de soluciones de Hb se les
agregd glutation marcado, en concentraciones
menores a 0.5 mM para evitar efectos de
ensanchamiento por intercambio'”. La figura 1
muestra un espectro de RPE tipico, donde se
observa la estructura hiperfina correspondiente
al N (I = 1) con lineas finas y equiespaciadas,
indicativas de un régimen de baja viscosidad.
Esto confirma que el marcador se liga a una
especie de alta movilidad (glutation) y descarta
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la posibilidad de que se ligue a la Hb o a

proteinas de membrana, que darian un espectro

.. . age 13
caracteristico de marcador “inmobilizado”"”.

Seilal de RPE (u. arb.)

Campo magnético (mT)

£

Figura 1. Espectro de RPE de eritrocitos marcados. La
molécula paramagnética es glutation + maleimida-tempo. El
tiempo de correlacion es en este caso 4x107° s. Frecuencia de
microondas, 9.78 GHz; temperatura, 25 C.

Determinacion de la microviscosidad interna. El

tiempo de correlacion rotacional 7, de la
molécula marcada fue calculado a través de la

R h
formula %= = 6.5-10 IOAH(\/h—Ol —1) aplicable a

lineas lorentzianas*'* para las frecuencias de

banda X, donde 7. esta en segundos, AH (en
gauss) es el ancho pico a pico de la linea central
del espectro y Ao, h.; son las amplitudes que se
muestran en la figura 1. El factor 6.5x10™"° est4
relacionado con la anisotropia de los tensores
giromagnético e hiperfino y con la frecuencia de
n}icroondasls’ ' La forma de linea experimental
es una convolucion de lorentziana y gaussiana,
por lo que se evaluaron las correcciones
desarrolladas por Bales'’. En todos los casos,
estas correcciones fueron menores del 10%, por

lo que se usaron los valores iniciales de 7.. A
partir de ellos se calculé la microviscosidad
usando una curva de calibracién. Esta curva se
realizO midiendo los espectros de glutation
marcado en soluciones de sacarosa de
concentraciones conocidas, cuyas viscosidades
(entre 1 y 9 mPa.s) fueron obtenidas de tablas.

El grafico de 7. en funcion de la viscosidad dio
una linea recta.

Se determiné ademas la microviscosidad
de la soluciéon salina (pH 7) por RPE
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agregandole glutation marcado. Se obtuvo el
valor (1.15 £ 0.20) mPa.s

Resultados y discusion

Microviscosidad _interna _de _eritrocitos y
microviscosidad de soluciones de Hb La figura
2 muestra los valores experimentales de
microviscosidad eritrocitaria en funcion de la
concentracion de Hb. También se incluyen en el
grafico los resultados obtenidos para soluciones
de Hb. Se observa que los dos grupos de datos
se unen en forma continua y tienen una variacion
lineal en el grafico semilogaritmico, lo que
permite hacer un ajuste con la funcion
exponencial

n=aexp(fc) (D
donde c es la concentracion de Hb en cada caso.
La recta en la figura 2 corresponde al mejor
ajuste por cuadrados minimos de los datos
experimentales. Los parametros resultantes son

a = (16 + 02)mPas, 8 = (3.4 £ 0.1).102
dl/g.
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Figura 2. Grdfico conjunto, en escala semilogaritmica, de la
microviscosidad de soluciones de Hb (tridngulos) y de
microviscosidad interna de eritrocitos (circulos) en funcion de
la concentracion de Hb.

La continuidad observada entre los
valores de microviscosidad de eritrocitos y de
soluciones de Hb, obedeciendo a una unica
funcién de la concentracion de Hb, implica que
las interacciones que restringen la rotacion del
glutation marcado son las mismas en el interior
globular que en una solucién de Hb®. Por lo
tanto, en lo que se refiere a microviscosidad, el
citoplasma del eritrocito se comporta como una
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solucién de Hb de concentracién equivalente,
por lo que pueden usarse las mismas ecuaciones
vélidas para una solucién de macromoléculas.

En una primera etapa de este trabajo se
carecia de mediciones propias de soluciones de
Hb, y la comparacion con los resultados de
Herrmann y  Muller’ indicaba  una
microviscosidad relativa 77,7, de soluciones de

Hb menor que la interna de eritrocitos a
concentraciones equivalentes. Sin embargo, la
comparacion de viscosidades relativas obtenidas
con diferentes marcadores trae aparejados
errores de calibracion y de ajuste de curvas. Las
mediciones en soluciones de Hb realizadas en
nuestro laboratorio, con el mismo marcador y las
mismas técnicas que en eritrocitos, permitieron
demostrar que no hay diferencias significativas
en la microviscosidad absoluta de ambos
sistemas (fig. 2). Por lo tanto, la presencia de la
membrana celular no afecta los valores de
viscosidad citoplasmatica, como fue sugerido
por otros autores’.

Microviscosidad y viscosidad macroscopica de
soluciones de Hb La dependencia de la
viscosidad macroscopica con la concentracion en
soluciones de macromoléculas cuasiesféricas
puede describirse por la ecuacion de Mooney
generalizada'®

[n]c )
1-xin]c
donde 7, es la viscosidad del solvente, [7] es la
viscosidad intrinseca de la macromolécula
(relacionada con su forma y estado de
solvatacion), ¢ es la concentracion y x
(“crowding factor”'®) esta relacionado con las
interacciones  entre  macromoléculas. La
viscosidad intrinseca de algunas proteinas en
soluciones salinas acuosas fue tabulada por
Tanford". Para Hb es [5] = 0.036 dl/g, valor
que usado en la formula de Mooney junto con k
= 0.014 reproduce muy bien los resultados
experimentales de viscosidad de soluciones de
Hb obtenidos por diversos autores con
viscosimetros convencionales'" '*.

Comparando ecuaciones 1 y 2 puede
considerarse que la variacion experimental de
microviscosidad obtenida en este trabajo puede

N =1, €exp ( (2)
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describirse con una formula tipo Mooney en la
cual valga k =0, n = a=(1.6+02)mPasy
[nl=p=(0.034 £0.001) d/g. La viscosidad

del solvente 7, obtenida de esta comparacion es
algo mayor que el valor medido de la
microviscosidad de la solucion salina, pero se
obtiene un excelente acuerdo con el valor de [7]
dado por Tanford". El resultado x = 0 que se
infiere de los datos experimentales, puede
entenderse considerando las diferencias entre
viscosidad macroscopica y microviscosidad. La
Hb tiene peso molecular 64000, mientras que la
molécula marcada (glutation + maleimida-
tempo) tiene un peso molecular aproximado de
560. Por lo tanto la diferencia de tamafios hace
que la dinamica de la molécula marcada sea
sensible a las propiedades de las macromoléculas
aisladas, pero no a las interacciones entre ellas’.
Asi, el tiempo de correlacion rotacional de la
molécula marcada que se determina a partir del
espectro de RPE, esta relacionado con la
viscosidad de su entorno inmediato, y no con la
que se mediria en un viscosimetro. De este modo
se explica que con este método se pueda
determinar el valor correcto de la viscosidad
intrinseca de la Hb, mientras que no se detecta
ningin efecto atribuible a interacciones entre
moléculas de Hb (x = 0).
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Figura 3. Viscosidades relativas. Tridngulos: viscosidad
macroscépica de soluciones de Hb (datos de Cokelet y
Meiselman')); linea de puntos: valores calculados con la

formula de Mooney'® usando [n] = 0.036 dl'g y x = 0.014;
linea llena: ajuste de resultados de microviscosidad de este
trabajo (eritrocitos y soluciones de Hb).

En la figura 3 se compara Ia
microviscosidad relativa 77,77, de este trabajo con
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los valores de viscosidad macroscopica de
soluciones de Hb obtenidos por Cokelet y
Meiselman''. Se incluye ademas la funcién
correspondiente a la formula de Mooney'™. Se
observa que la viscosidad macroscopica crece
mucho mas fuertemente con la concentracion de
Hb que la microviscosidad, debido a la influencia
de las interacciones entre moléculas. Sin
embargo, ambas viscosidades coinciden a bajas
concentraciones, donde las interacciones
intermoleculares no son ain importantes.

Conclusiones

En este trabajo se determiné la
dependencia con la concentracion de Hb de la
microviscosidad  intema de eritrocitos
hipocrémicos de forma y volumen constantes, y
se la compar6 con la microviscosidad de
soluciones de Hb. Las principales conclusiones
son : a) la microviscosidad interna de eritrocitos
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