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El comportamiento viscoelastico lineal de la membrana del glébulo rojo de especies animales y de seres
humanos fue estudiado en trabajos previos, proponiéndose diversos métodos experimentales para determinar los
parametros asociados con € mismo. En el presente trabajo se analiza la componente no lineal de la viscosidad
dindmica de la membrana del glébulo rojo mediante andlisis no lineal de series temporales. Para tal fin, se
estudian series temporales obtenidas de ensayos in vitro de muestras de glébulos rojos humanos y de ratas
uilizando el Eritrodeformetro de régimen oscilante. Por filtrado de sefial se suprime cualquier comportamiento
lineal, es decir, representable por un sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias lineales. Los ensayos
muestran, tanto en humanos como en ratas, frecuencias de resonancia asociadas a un atractor de naturaleza
desconocida independientemente de la excitacién en €l rango fisioldgico. Los estudios preliminares muestran
que dicho atractor puede corresponder a un toro de forma compleja. Estos resultados permiten ampliar el
conocimiento actual sobre la respuesta dinamica de la membrana celular a un estimulo similar al que ocurre en
lacirculacién sanguinea, lo cual permitira realizar mejores modelos de la misma.

Palabras Claves: Viscoelasticidad no lineal, gréficos recurrentes, membrana eritrocitaria, viscoelasticidad
dindmica, Eritrodeférmetro, glébulos rojos.

The linear viscoelastic behavior of the red blood cell membrane of mammal and human was studied in previous
works proposing different experimental methods to determine their viscoelastic parameters. In the present work
the nonlinear component of dynamic viscosity of the red blood cell membrane by nonlinear time series analysis
isused. For such aim, it obtained time series of test in vitro of samples of humans and rats red blood cells using
the Erythrodeformeter in oscillating regime. The signal filtrate suppresses any linear behavior as well as
representable by a system of linear ordinary differential equations. The test shown as much in humans asin rats
resonance frequencies associated to an attractor of unknown nature independently of excitation in the
physiological range. The preliminary studies shown that attractor could be correspond to a complex form bull.
These results allow to extend the present knowledge on dynamic of the cellular membrane to similar stimulus
which happens in the blood circulation and it will allows to make better models of the same one.

Key Word: Nonlinear viscoelasticity, recurrence plots, erythrocyte membrane, dynamic viscoelasticity,

Erythrodeformeter.

|.INTRODUCCION

En trabajos previos!, se ha demostrado que el
método difractométrico es adecuado para redizar el
andlisis viscoelastico complgjo de los glébulos rojos
humanos, y resulta ser una herramienta muy Gtil para
investigar las propiedades reoldgicas de estas células.
Los pardmetros viscoelasticos complejos de los
glébulos rojos humanos, determinados  por
difractometria laser, han sido y siguen siendo de gran
utilidad para la deteccion de alteraciones producidas en
distintos niveles de la membrana eritrocitaria ya sea por
enfermedades tales como la diabetes, algunas anemias o
la hipertension arterial, asi también como las inducidas
in vitro por lectinas, glicosilacion o policationes
sintéticos 23,

Autor a quién debe dirigirse la correspondencia.
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Las mediciones realizadas con el Eritrodeférmetro
en régimen oscilante han permitido verificar que, para
frecuencias y velocidades de corte dentro del rango
fisolégico, la €eongacion  eritrocitaria  varia
sinusoidalmente como lo hace la tensién de corte, con
un desfasgie 0 que es funcion de la frecuencia de
oscilacion, es decir que los gldbulos rojos, para ese
rango de tensiones de corte, pueden ser en la préctica
descriptos como materiales viscoelasticos lineales. Sin
embargo, los resultados muestran la existencia de una
componente viscoel &stica no lineal subyacenter.

El método de los gréficos recurrentes (GR) permite
visualizar patrones recurrentes en una serie temporal de
datos. Esta técnica fue propuesta por primera vez por
Eckman et al.# en 1987 para estudiar series temporales,
y halar correlaciones complejas y ocultas entre los
datos. Actualmente se aplica en los mas diversos
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campos tanto de la fisica®, la quimica®, la economia’
etc.

|.1 Bases Tedricas

Una serie tempora puede considerarse como una
concatenacion secuenciada de n medidas de un
observable.

S={s,8....8,] (1)
desde la cual se puede construir otra secuencia de N
vectores de dimension d,

Ak:{sk’Sk+'r’sk+2r’""sk+(d71)'r} (%)
siendo T € retardo y d ladimension del vector. A esta
operacion se la conoce como embedding de la serie
tempord y a d se la denomina dimensién de
embedding. Estos parametros se  €ligen
independientemente de la técnica GR, pues se debe
apelar a otras técnicas. Por gemplo, usando un minimo
de lainformacion mutua® se puede obtener €l valor det,
y con el algoritmo de false-neighbours se puede hallar
ladimension de embedding?®.

Luego para cada par de vectores, se calcula la
norma del maximo para generar la matriz de recurrencia
booleana simétrica siguiente:

R, ,=0(5,~|A—A,)-0(5-

Ai_ Aij) (3)

donde ® eslafuncion de Heaviside. Es decir, cuando
§<[A—A,<8, aR(,j)sele asignae vaor "1"
de otra manera se le asigna € valor "0". Al intervalo
[6,,6,] se lo conoce como pasadizo umbra. La
eleccion de dicho pasadizo es critica, pues si es muy
estrecho se pierde informacion y si es muy ancho puede
incluir puntos irrelevantes. Un buen criterio es €
sugerido por Zbiluts, en el cua se utiliza la zona de
escala fractal para elegir los posibles valores de dicho
pasadizo. Dicho criterio es el usado en este trabajo para
hallar los valores mas convenientesde & y & .
Para poder caracterizar los GR, Webber® introdujo
una serie de cuantificadores conocidos como andisis
cuantificado recurrente (ACR).

a) El primero de ellos es & porcentaje de recurrencia
(REC), definido como:

Nr
N

t

REC=100

(4)

donde N=dim(R) y N, es e nimero de puntos
recursivos dados por:

N =2T{(i,j)/IR; ;>0Ai<]} (5)

siendo I la cardinalidad del conjunto. La pendiente de
la region linea del grafico log(REC) versus
log(6,—6,) esladimension de correlacion [r11].
b) El segundo cuantificador es el porcentaje de
determinismo (DET), definido como:
Nl
DET = 1007, (6)

donde N; es el nimero de puntos peri6dicos dados por
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N=2I{(i,j)/(i, jled (k,b), @
i<j,Vec,k,b>0]
Una linea periddica de longitud b, origen k y zona
¢ > 0 se define como:

k+b
d (k,b)=((i,i+e)/] . Rl i+c)>0.] ®)
El DET permite caracterizar |s organizacion del GR.

c) El tercero es llamado entropia (S y es definido como
el cumulante de primera especie de la estadistica de
lineas periddicas de longitud b, es decir:
H

N :_szl P, log,(P,) )
donde H es lalongitud de la linea de periodo méximo y
P.> 0 es la frecuencia relativa de lineas periédicas con
longitud b. A diferencia de la entropia definida por
Shannon, éste cuantificador mide cuan aejado esta €
comportamiento de una sefiadl respecto de
comportamiento arménico. El méximo valor se obtiene
para funciones sinusoidales y vae S, ~log(H).
Segun Webber, S representa la entropia solo cuando se
sabe de ante mano que el sistema es cadtico.

d) El cuarto y Ultimo cuantificador es H. Eckman*
mostré que la longitud de esta linea esta relacionada
con lainversa del méximo exponente de Lyapunov.

Recientemente Castellini  y Romanelli**  han
desarrollado un eficaz algoritmo para evaluar ACR
aplicado a estudio de transiciones en reacciones
guimicas cadticas. El objetivo del presente trabajo es
extender esa metodologia a estudio de la
viscoelasticidad no lineal de la membrana del glébulo
rojo, tanto para glébulos rojos de seres humanos como
de ratas. La eleccion de dicho animal se debe a que la
respuesta lineal del gldbulo rojo es similar a de
glébulo rojo humano y es utilizado habitualmente para
estudios de enfermedades inducidas in vivo. En este
trabajo se pretende determinar s hay diferencias
significativas entre ambas especies cuando se estudia €l
comportamiento no lineal tanto por medio del ACR
como por el espectro de potencias, dentro del rango
fisiol 6gico.

Il MATERIALESY METODOS
I1.1 Glébulosrojos humanos

Obtenidos a partir de sangre entera de dadores sanos y
anticoagulada con EDTA. Las muestras fueron
mantenidas a 4°C hasta su utilizacion, la cua se realizd
de acuerdo a las recomendaciones de la Internacional
Society of Clinical Hemorheology y dentro de las 48
horas posteriores a su extraccion.

I1.2 Glébulosrojosderata

La sangre, proveniente de 10 ratas macho de la linea
“m’ fue extraida post morten del corazén vy
anticoagulada con heparina. Previamente, 6 de las ratas
fueron inyectadas por via intraperitoneal con aloxano,
el cual induce una diabetes, y las cuatro restantes fueron
consideradas como controles. La glicemia de las ratas
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tratadas con aloxano fue de 2.90 + 0.80 a las 48 horas
de la inyeccién y se mantuvo dentro de ese rango
durante |as dos semanas del trabajo.

I1.3 Preparacion de la suspension

La muestra de sangre entera fue suspendida en un
medio viscoso isotdnico, constituido por una solucién
al 5% wi/v de polivinil-pirrolidona (PVP 360 Sigma,
PM 360 kDa) en buffer fosfato salino (PBS: 0.150 M
NaCl, y 0.005 M; pH 7.4+0.05; 295+8 mOsmol/kg). La
viscosidad del medio fue gjustadaa 22 + 0.5 cp a25°C.

I1.4 Sistema de medicion

Una capa delgada de la suspension de eritrocitos es
colocada entre los dos discos horizontales vy
concéntricos del Eritrodeformetro. El disco superior es
fijoy € inferior es movil. Una fuente de alimentacion
gjustable provee a motor de un voltgje estacionario o
de un voltae sinusoida oscilatorio. En régimen
estacionario € disco inferior rota a velocidad constante.
En régimen dindmico € disco inferior rota a
velocidades que puede variar sinusoidalmente con seis
frecuencias preestablecidas: 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5,y 3 Hz.
Un haz laser atraviesa la muestra perpendicularmente a
la suspensién de eritrocitos produciendo un patrén de
difraccion que es circular para los glébulos rojos en
reposo y eliptico para los glébulos rojos deformados
bajo latensién de corte.

1.5 Andlisisdela Serie Temporal

La serie tempora obtenida del adquisidor de datos
se filtr6 para eliminar toda respuesta en frecuencia
sinusoidal conocida. Para ello se utilizé una ranura de
frecuencia’2z. Al residuo resultante r(t) se lo filtrd
nuevamente con un filtro Savitzky-Golay®® de sexto

0,08 T T T

orden, lo cual permite eliminar fenébmenos de ruido
blanco en los datos. Cabe destacar que este es un filtro
F.I.R. (Finite Impulse Response) y no un I.I.R.(Infinite
Impulse Response) por lo que el comportamiento del
atractor no es afectado por este tipo de filtrado*. Luego
se normalizaron los datos a media nula (W = 0) y
varianza unidad (o? = 1). La serie temporal filtrada
contiene el comportamiento no lineal buscado con una
Optima relacion sefial ruido.

TaBLA 1. Frecuencias DomINANTES

Excitacion |1 (H2) |f.(H2) |fs (H2) |fa(H2)
(H2)
05 092 | 1,04 | 1,09 | 1,14
1 123 | 1,32 | 1,82 | 2,09
15 111 | 1,17 | 1,23 | 2,86

Como puede verse en la figura 1 para distintas
frecuencias de excitacion fisiolégicas aparecen una
serie de picos de resonancia. En latabla 1 se muestra el
valor numérico de la frecuencia para dichos picos en
globulos rojos humanos, solo se tabulan los valores de
frecuencias més dominantes. Los valores resatados en
negrita corresponden a los picos de mayor amplitud.
Con digtintos vaores de frecuencia se encontraron
analogos resultados en los globulos rojos de ratas sanas
y aloxanizadas. Esto sugirere la presencia de un atractor
gue es sensible a pequefios cambios de su entorno y de
la especie a la cua se investiga. EI ACR permite
cuantificar € comportamiento topologico del atractor
encontrado.
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Figura 1: Espectro de potencias para €l residuo no lineal, r(t), para glébulos rojos humanos sanos. Como se
puede observar para las distintas frecuencias de excitacion aparecen una series de picos de frecuencias

dominantes.
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Antes de aplicar € agoritmo ACR, se determin6
cual es el retardo promedio T, investigando € minimo
de la informacion mutua. El valor obtenido en paso de
muestreo resultdé ser t=10. El vaor concreto en
segundos depende de la frecuencia de muestreo del
adquisidor y es de poca relevancia en este tipo de
andlisis. Previo a calcular la dimensién del embedding
por el método de false-neighbours se estimé la ventana
de Theiler®> en paso de muestreo, cuyo valor fue tr=15.
La dimenson de embedding calculada fue d=5. En
funcion de estos datos se generd la serie de vectores
retardados para aplicar €l ACR.

1. RESULTADOSY DISCUSION

Se calculd ladimension de correlacion C; por medio
del algoritmo de Grassberger Procaccia (G-P)%*. Los

ensayos realizados con glébulos rojos de sangre
humana dieron un vaor de C,= 3,48+0,68.

Como se puede apreciar en la figura 2 la regién en
lacual laestimacion de C, se hace independientede d y
€ es reducida, dando un resultado poco convincente.

En cambio cuando se usd € ACR, figura 3, para
evaluar la dimension de correlacion y € ancho del
pasadizo resulté ser independiente no sdlo de la
frecuencia de excitacion sino también de la especie en
particular en el caso de gldbulos rojos de individuos
sanos. Esto sugiere que la topologia del atractor es
Unica con una dimension calculada de C; = 3,50+0,29
gue concuerda en probabilidad con € valor antes
obtenido. Un detalle interesante a tener en cuenta es que
en e caso de ratas aoxanizadas esta dimension se
acrecientaaun valor C,=4,00+0,31.
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Figura 2: Gréfico de curvas de dimension de correlacién calculada por €l método de G-P para
diferentes dimensiones de embedding en funcion del radio del cubrimiento €.
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Figura 3: Gréfico log-log de REC versus ancho del pasadizo para glébulos rojos humanos,
glébulos rojos de ratas sanas y ratas aloxanizadas.

222 - ANALES AFA Vol. 20

BUENOS AIRES 2008 - 222


XP2200
222 - ANALES AFA Vol. 20                                                                                                 BUENOS AIRES 2008 - 222


En funcion de este resultado, € ancho del pasadizo
calculado fue de  6,—6,=0,64 . Luego, se utiliz6 e
algoritmo ACR para cacular lalongitud méximaHy la
entropia S como se muestra en latabla 2.

TABLA 2: LONGITUD MAXIMA Y ENTROPIA DE LAS MUESTRAS

Muestra H (Puntos) S (bits/ut)
Humanaa0,5 Hz 285 1,82
Humanaal,0 Hz 241 1,66
Humanaal,5Hz 165 1,66

Ratasanaa0,5 Hz 343 2,21
Ratasanaal,0 Hz 845 2,51
Ratasanaal,5 Hz 843 2,13
Rataalox. a0,5 Hz 304 1,77
Rataalox. al,0 Hz 234 13
Rataalox. 1,5 Hz 319 1,62

IV.CONCLUSIONES

Resultados obtenidos previamente en muestras de
ratas tratadas con aloxano, ho mostraron alteraciones en
los parametros hemorreoldgicos lineales como la
deformabilidad y la agregacion eritrocitaria debido a la
diabetes inducida por este tratamiento'’. Sin embargo,
en este trabgjo encontramos que la dimensién de
correlacion C,, medida con ACR, permitio observar
diferencias con relacién a los controles. Por otro lado,
como se aprecia en la Tabla 2, la entropia muestra
diferencias entre los glébulos rojos humanos sanos y
los glébulos rojos de ratas sanas, indicando que estos
ultimos presentan una menor nolinealidad como lo
ratifica el pardmetro H. En cambio es interesante
destacar la sensibilidad del método cuando las ratas son
afectadas por la diabetes inducida por €l aloxano, pues
la entropia se muestra mucho menor para estos
glébulos rojos de ratas alterados que para los controles.
Igual resultado se observa en H. Los motivos de este
comportamiento no han sido hasta ahora descifrados,
planteandose estas inquietudes para estudios futuros.

En este estudio se concluye que los pardmetros
determinados mediante el uso del ACR son de gran
sensibilidad para detectar alteraciones en la membrana
del gldbulo rojo, no detectables por otras técnicas. En
consecuencia, estos resultados serian de gran
aplicabilidad en lainvestigacién biomédica.
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