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El objetivo de este trabajo fue obtener parametros de deformabilidad celular, utilizando la técnica de la camara de
flujo y el procesamiento digital de imagenes. Para ello, se estudi6 la deformacion de glébulos rojos humanos en
diferentes estados de adhesion y bajo el efecto de una tension de corte aplicada mediante un flujo controlado. Como
modelo experimental se utilizaron aglutinados de dos células (dobletes) de grupo sanguineo A, inducidos por
anticuerpos monoclonales especificos anti-A. Estudiando la relacion entre la tension y la deformabilidad, se
caracterizé el comportamiento viscoelastico de la membrana del glébulo rojo en diferentes situaciones de adhesion.
Esto es de importancia para comprender el comportamiento de la sangre en circulacion y brinda nuevos parametros
que podrian dar informacion relevante sobre algunas patologias hematolégicas relacionadas con alteraciones en las
propiedades de adhesidn celular.

Palabras Claves: adhesion eritrocitaria, aglutinacion eritrocitaria, deformabilidad eritrocitaria, procesamiento de
imagenes

The aim of this work was to obtain cellular deformability parameters, using the flow chamber technique and the
digital image processing. In order to do this, we study the deformation of erythrocytes, in different adhesion states,
under the effect of a given shear stress by means of a controlled flow. As experimental model, agglutinates of two
erythrocytes group A (doublet) linked by specific monoclonal antibody anti-A were used. Studying the relationship
between stress and deformability, it was possible to characterize the viscoelastic behavior of the erythrocyte
membrane in different adhesion situations. This could be useful important to understand blood behavior in
circulation and can provide new parameters and relevant information about some hematological pathologies related
with alterations in cellular adhesion properties.
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reversible, en el eritrocito sélo ocurren cambios en su
forma geométrica ©.

Durante el flujo sanguineo, el eritrocito adopta una
forma hidrodindmica en la direccion del flujo, y su
forma cambia de discoidal a elipsoidal cuando los
valores de tensiones aplicadas aumentan. Esta forma

I. INTRODUCCION

La deformabilidad es una propiedad que le permite al
glébulo rojo (GR) cambiar de forma cuando esta bajo la
influencia de tensiones externas. Dicha propiedad es
crucial para que la célula pueda atravesar microcapilares

y adoptar formas hidrodinamicas en circulacion. El
modelo mas simple que describe a la membrana del GR
sugiere una combinacion de una componente elastica
(citoesqueleto, red de proteinas retractiles) y una
componente fluido-viscosa (la bicapa lipidica), con
fuertes interacciones entre ellas. Todo esto le confiere al

GR sus caracteristicas esencialmente viscoelasticas ®.

Con pequefios valores de tensiones externas
aplicadas en cortos intervalos de tiempo, el
comportamiento  reolégico  viscoelastico  permite

deformaciones reversibles en el GR, con disipacion
viscosa interna. Ademas, el proceso de deformacion
ocurre sin variacion de area superficial ni de volumen
celular. Estas dos condiciones establecen limites
estrictos en los tipos de deformaciones que pueden sufrir
estas células @. Finalmente, durante la deformacion
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hidrodinamica elipsoidal posee menor resistencia a la
microcirculacion @,

Las interacciones entre las células sanguineas y entre
éstas y las células del endotelio vascular ocurren tanto
en condiciones normales como patol6gicas. Por
ejemplo, la adhesion entre eritrocitos es crucial para que
los mismos atraviesen los microcapilares. Existen
interacciones anormales entre los eritrocitos y las células
del endotelio encontradas en anemias, diabetes mellitus,
vasculopatias hipertension y malaria. El estudio de la
deformabilidad eritrocitaria en diferentes condiciones de
adhesiéon es de gran importancia, ya que ayudaria a
comprender el comportamiento de la sangre en
circulacién y podria brindar mas informacion con
respecto a algunas patologias hematolégicas .
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Existen varias técnicas que permiten medir
parametros de deformabilidad eritrocitaria.  Los
resultados son muy dificiles de comparar, debido a que
cada técnica posee una diferente manipulacion de las
células, las tensiones son aplicadas de diferente manera
y poseen magnitudes variables ©.

Hochmuth y col. © midieron deformaciones bajo un
flujo controlado. Aplicaron tensiones de corte a GR
inmovilizados dentro de un microcanal rectangular y
midieron las elongaciones debido al flujo por
microfotografia.

En un trabajo anterior ”, se utiliz6 esta técnica con
los objetivos de obtener valores cuantitativos de la
energia de disociacién antigeno-anticuerpo y de dar los
primeros pasos en el estudio de la deformabilidad
celular. El presente trabajo es una continuacion de este
Gltimo, profundizando el estudio de la deformabilidad
eritrocitaria con el fin de obtener parametros que
describan el comportamiento viscoelastico de la
membrana eritrocitaria.

Como modelo experimental se utilizaron aglutinados
de dos globulos rojos humanos de grupo sanguineo A
(doblete) unidos por wun anticuerpo monoclonal
especifico anti-A. A los mismos se les aplicé una
tension de corte bajo un régimen de flujo laminar dentro
de una camara de flujo. Se registraron las imagenes
microscopicas obtenidas durante las experiencias y
luego se realizé el procesamiento digital de las mismas.

Il. MATERIALES Y METODOS

Tanto el material biolégico como el equipamiento
utilizado en estas experiencias estan ampliamente
descriptos en el trabajo anterior ©, dandose a

continuacion una breve descripcion del método.

Preparacion de las suspensiones eritrocitarias

Las muestras sanguineas fueron centrifugadas a
2500g durante cinco minutos, luego de lo cual se
descart6 el plasma y la capa leuco-plaquetaria. Luego,
los eritrocitos fueron lavados tres veces en buffer fosfato
salino isotonico (PBS) (pH 7.4, 295 mOsm/kg) y
finalmente resuspendidos en PBS con 0,25 % de
albimina sérica humana (HSA) a una concentracion
final de aproximadamente 5.10° células/ml, la cual

si=0

s1>0

asegura una sedimentacion en monocapa de las células
sobre la base de la camara de adhesion ®. Dicha
suspension fue incubada durante 45 minutos a
temperatura ambiente con anticuerpo monoclonal anti-A
(titulo: 1/64). Este anticuerpo fue previamente diluido
1/4000 para obtener aglutinados eritrocitarios que en su
mayoria estuvieran compuestos por dos células
(dobletes).

Procedimiento experimental

Inicialmente, la suspension eritrocitaria fue inyectada
dentro de la camara, la cual es posteriormente ubicada
sobre la platina de un microscopio optico invertido. Las
células sedimentaron y se adhirieron a la base de vidrio,
quedando asi inmovilizadas. Se selecciond un doblete
del campo visual y se registr6 su primera imagen en
condiciones estaticas. Luego este doblete fue sometido a
valores crecientes de tensiones de corte de un flujo
laminar controlado, el cual se obtuvo mediante la
perfusién de PBS-HSA dentro de la camara utilizando
una bomba de infusion. El procedimiento se repitio para
tres dobletes de cada muestra.

La tension de corte (s) fue definida como ©:

6h,.0

S = m—— Q)
h*.a

donde % y a son la altura y el ancho del microcanal

respectivamente, QO es el caudal y h, es la viscosidad del

medio de suspension.

Esta s es aplicada paralelamente a la superficie de
contacto entre ambas células del doblete, observandose
que la célula superior del mismo se desprendia
progresivamente y que ambas células se deformaban,
adquiriendo una forma hidrodinamica elipsoidal (ver
Figura 1).

Se registraron imagenes microscépicas de cada
doblete en estudio a valores crecientes de s. Luego
estas imagenes fueron digitalmente procesadas,
midiéndose las dimensiones geométricas que adoptaron
las células durante los procesos de deformacion y de
disociacion de la unién antigeno-anticuerpo @°.

S,>8Sq

Figura 1. Imagenes microscopicas secuenciales de un doblete,
registradas a valores crecientes de las tensiones de corte aplicada.
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Analisis de parametros de deformabilidad 0.40

eritrocitaria - .

Para simplificar se asumi6 que una célula deformada .
siempre toma la forma de elipsoide de revolucion vy, 0301 .,
vista desde arriba en el microscopio, de elipse. 025 ]

Teniendo en cuenta que el proceso de deformacién ; *
ocurre bajo restricciones de volumen celular y area g "7
superficial constantes, la forma celular puede ser 0.15 L] ; $
descripta por un pardmetro que refleje la relacion entre Al
los ejes mayor y menor de la elipse. El indice de S
deformabilidad eritrocitaria (IDE) se definié como: 005 3 : 5 poveel

L]
Lo
IDE:m 2) s (Pa)

Figura 3: IDE de dos eritrocitos inferiores versus o

donde L y I son las longitudes de los ejes mayor y menor . .
aplicada para una misma muestra.

respectivamente. Es de esperar que a mayor s aplicada,
mayor sea la diferencia entre los valores de L y [y, en
consecuencia, mayor su /DE. Ademas, para la célula en
reposo, sin deformar, los valores de L y / son similares y 0.40
la imagen de la célula tiende a ser circular, por lo que su
IDE se aproxima a 0.

Se delimitaron las imagenes obtenidas de ambas
células con el programa IPlab, con el cual se 0251
aproximaron las mismas a una elipse y se midieron Ly [
(ver Figura 2). Este procedimiento se realizé tres veces
por imagen. Luego se calcularon los correspondientes
valores de IDE y se realiz6 un promedio de los mismos, 0.10 1
expresandose como la media + la desviacion Standard. dosd
Finalmente se obtuvieron para ambas células del doblete
(superior e inferior) valores de IDE para cada valor de s e e e o o
aplicada, se confeccionaron tablas y se grafico IDE vs. s s (Pa)

para cada célula analizada.

0.35 4

0.30 4

0.20 4

IDE

0.15 4

Figura 4: IDE promedio versus o aplicada, incluyendo
ajuste lineal

R
- >
My =1 TABLA 1: PENDIENTES Y COEFICIENTES DE REGRESION
- J LINEAL PARA LOS ERITROCITOS INFERIORES
. EN CUATRO MUESTRAS SANGUINEAS
\ Muestra Pendiente R
sanguinea

Figura 2. Imdgenes microscopicas registradas de un

globulo rojo: a) en reposo (s; = 0); b) bajo la 1 0,75+ 0,03 0,99
influencia de s,

2 0,59+ 0,02 0,99
IV. RESULTADOS

Eritrocito inferior de un doblete 3 0:73+0,02 099

La Figura 3 muestra el resultado de experimental de 4 0,86 + 0,02 0,99
IDE vs. s de dos dobletes de una misma muestra
sanguinea tomada como ejemplo, mientras que la Figura
4 muestra el promedio de estos datos junto con un
ajuste lineal. En la TABLA 1 se presenta el andlisis final ~ Eritrocitos inferior y superior de un doblete

de cuatro muestras sanguineas. En la Figura 5 se presenta la grafica de IDE vs. s
para los eritrocitos superior e inferior de un doblete.
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Figura 5: IDE de eritrocitos superior e inferior de un
mismo doblete versus o aplicada

V. DISCUSION

En este trabajo, se han utilizado los aglutinados de
glébulos rojos inducidos por anticuerpos monoclonales
como modelo de interaccion celular especifica. Se
utilizé la técnica de la cdmara de flujo para producir la
disociacién celular mediante la aplicacion de una
tensién de corte s de valores controlados. Esta s se
aplica de forma paralela a la interfase del doblete
adherido a la base del canal, lo cual produce el
desprendimiento progresivo de la célula superior del
mismo y la deformacion de ambas células.

En los resultados obtenidos, se observa claramente
que las células sometidas a valores crecientes de s
presentan también valores crecientes de su IDE,
obteniéndose una relacion lineal entre IDE'y s (R =
0.99), cuya pendiente es caracteristica de cada célula
analizada (ver TABLA 1). Estas observaciones muestran
que puede  asumirse  satisfactoriamente  un
comportamiento viscoelastico lineal de la membrana del
glébulo rojo en estas situaciones de deformacion.
Comparando las pendientes de IDE vs. s para ambas
células del doblete, se observé que en todos los dobletes
estudiados, la célula inferior sufre una mayor
deformacién durante el proceso de disociacién, lo que
estaria relacionado con la fuerza de adhesion entre esta
célula y la base de vidrio.

VI. CONCLUSIONES

En el analisis de imagenes digitalizadas obtenidas en
la camara de flujo, las determinaciones son realizadas
directamente sobre el doblete (nivel microscopico), ya
que es posible seleccionar la célula objeto de estudio y
controlar adecuadamente las tensiones aplicadas.
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Este método incorpora nuevas determinaciones de
deformabilidad de células sometidas a tensiones de corte
en un flujo estacionario. Permitiendo, mediante el
analisis de la relacion entre la tension y la deformacion
en diferentes situaciones, la caracterizacion del
comportamiento  viscoelastico de la membrana
eritrocitaria en situaciones de adhesion especifica.

En las experiencias se observé un aumento de los
valores de IDE con el aumento de la tension de corte
aplicada en una dependencia de tipo lineal, siendo su
pendiente una caracteristica de cada célula en la
situacion particular de adhesion. Posteriormente,
estudiando la relacion entre la tension y la deforma-
bilidad, fue posible caracterizar el comportamiento
viscoelastico de la membrana eritrocitaria en diferentes
situaciones de adhesion.

Los resultados obtenidos en este trabajo contribuyen
a una mejor comprensién del comportamiento de la
sangre en circulacion y brindan nuevos parametros que
darian informacion relevante para el estudio de
patologias hematoldgicas relacionadas con alteraciones
en las propiedades de adhesion celular.
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