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Se estudi6 la alteracion en la carga superficial de los globulos rojos humanos (GR) debido a la accion
de la tripsina en diferentes concentraciones, lo que induce una modificacion en la agregacion
eritrocitaria. Se analiz6 la cinética de agregacion y desagregacion de los GR utilizando el
Eritroagregametro, que se basa en la técnica de retrodifusion laser, donde la sefial registrada es
inversamente proporcional al tamafio de los agregados celulares. Los resultados de estas
determinaciones fueron relacionados con los valores de carga anionica eritrocitaria (CAE) obtenidos
por la técnica espectrofotométrica. Ademas, se analizaron las posibles alteraciones de los parametros
viscoelasticos de los GR utilizando el Eritrodeférmetro, en régimen estacionario (indice de
deformabilidad, viscosidad superficial de membrana y modulo elastico) y en régimen dindamico
(pérdida dinamica, médulo de almacenamiento y viscosidad compleja). Se realizd el respectivo
analisis estadistico de los resultados para evaluar las diferencias significativas con respecto al grupo
control. Los resultados obtenidos contribuyen a la comprension de las alteraciones reoldgicas
encontradas en la hipertension arterial mediante la modelizacion in vitro de la disminucion de la carga
superficial por el tratamiento con tripsina.
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We studied the change in surface charge of human red blood cells (RBCs) due to the
action of trypsin at different concentrations, which induces an altered erythrocyte aggregation. We
analyzed the kinetics of RBC aggregation and disaggregation using the Erythroaggegameter, which is
based on laser backscattering technique where the recorded signal is inversely proportional to the
size of cell clusters. The results of these findings were related to the values of erythrocyte anionic
charge (EAC), obtained by spectrophotometric ~ technique. In  addition, we  analyzed the
possible alterations of the viscoelastic parameters of the RBCs using an Erythrodeformeter in steady
regime (deformability index, surface membrane viscosity and elastic modulus) and dynamic
regime (dynamic loss, storage modulus and complex viscosity). We performed statistical analysis of
the respective results to evaluate significant differences in the control group. Our results contribute to
the understanding of rheological alterations found in hypertension by in vitro modeling of the surface
charge reduction by trypsin treatment.
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I. INTRODUCCION

En la hipertension arterial (HTA) se
observan alteraciones en la capacidad de
agregacion y desagregacion de los globulos
rojos (GR) que genera perturbaciones en la
microcirculacion 'y aumenta el riesgo de
accidentes  cardiovasculares en el paciente
hipertenso . Ademas se ha observado que los
GR tienen una menor deformabilidad y existe
una mayor interaccion entre ellos, que
determina la formacion de agregados anomalos
o clusters .

El 4cido sialico, responsable de la carga
negativa distribuida sobre la membrana celular,
constituye uno de los componentes terminales
de las glicoforinas, contribuyendo
significativamente a las propiedades
estructurales de estas moléculas. Cualquier
disminucion del contenido de acido sialico en la
membrana implica una disminucion de la
repulsion  electrostatica intercelular normal,
favoreciendo consecuentemente la agregacion
eritrocitaria. Se puede observar entonces, un
aumento de la viscosidad sanguinea que
perturba la microcirculacion *. Por otra parte, la
disminuciéon del contenido de 4cido sialico
también incrementa la interaccion eritrocitaria
con el endotelio vascular *.

Numerosos trabajos demuestran que existe
una relacion entre el contenido de acido sialico
sérico y el desarrollo de complicaciones en
enfermedades cardiovasculares (ECV),
considerandolo un marcador de riesgo
cardiovascular y predictor a largo plazo de
ECV 7"

El objetivo de este trabajo fue medir in vitro
la disminucion de carga superficial eritrocitaria
debido a la accién enzimatica por digestion con
tripsina y analizar su incidencia en el
mecanismo  de  interaccion  intercelular
(agregacion), modelizando lo que ocurre en la
HTA.
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Figura 1. Esquema del Eritroagregametro.

Il. MATERIALES Y METODOS
1.1 Suspensiéon de GR

Las muestras de sangre provenientes de
dadores sanos, fueron recolectadas en
recipientes estériles conteniendo EDTA como
anticoagulante. Los GR fueron lavados tres
veces con buffer fosfato salino (PBS) de
pH = 7,4 y osmolaridad = 295 mOsmol/kg.

1.2 Tratamiento enzimatico

Se prepararon soluciones de tripsina (Sigma
Lot. 70H0439) en PBS a las concentraciones
0,5; 1; 1,5; 2; 2,5 mg/mL.

1.3 Determinacion de la carga anidnica
eritrocitaria

Se determind el porcentaje de la carga
anionica eritrocitaria (%CAE) por
espectrofotometria empleando el ensayo de
union al Alcian Blue 8GX (A5268). Este
colorante cationico tiene la particularidad de
unirse por fuerzas electrostaticas a células que
poseen carga negativa en su superficie, debido a
la presencia de macromoléculas anionicas. Por
lo tanto una reducida unién del Alcian Blue con
los GR se considera una medida indirecta de la
disminucioén de la densidad de carga negativa
sobre su superficie.

El porcentaje de Alcian blue unido a los GR
se determind como la diferencia entre la
absorbancia en el sobrenadante y un control sin
GR (100% Alcian blue), para poder asi obtener
los valores del % CAE.

1.4 Evaluacion de la agregacion
eritrocitaria

Se evalud la agregacion eritrocitaria por la
técnica de retrodifusion laser utilizando el
Eritroagregametro’ el cual permite estudiar el
proceso de agregacion y desagregacion
eritrocitaria. La sefial de retrodifusion laser
medida es inversamente proporcional al tamafio
de los agregados y aumenta con las velocidades
de corte empleadas, ya que los agregados se van
disgregando y haciéndose cada vez mas
pequefios. Cuando finalmente se alcanza la
disociaciéon total de los agregados, la
retrodifusion es maxima e independiente de la
velocidad de corte.

En la Figura 1 se muestra un esquema del
Eritroagregametro donde se pueden observar los
elementos que lo componen.
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1.5 Evaluacion de la viscoelasticidad
eritrocitaria

Con el Eritrodeférmetro se determinaron los
parametros reologicos de la membrana
eritrocitaria en régimen estacionario (ID: Indice
de Deformabilidad, m,: viscosidad superficial
de membrana, n,,: modulo elastico eritrocitario)
y en régimen dindmico (G”: pérdida dindmica;
G’: modulo de almacenamiento; 1’:
componente viscosa de la viscosidad compleja;
n”: componente eldstica de la viscosidad
compleja).

Todas las mediciones se llevaron a cabo a
temperatura ambiente y dentro de las 48 horas
de obtenida la muestra.

Se realizé el respectivo analisis estadistico
de los resultados para evaluar las diferencias
significativas con respecto al control.
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% CAE

4

2

mayores al aumentar la concentracion de
tripsina

Control 0,5mg/ml img/ml 1,5mg/ml 2mgml 2,5mg/ml
Muestra de GR

Figura 3: Valores medios de tsp, para la muestra
control y las de GR tratados con las distintas
concentraciones de tripsina.

Los resultados de los parametros
viscoelasticos de los GR tratados con soluciones
de tripsina se presentan en las tablas 1 y 2. Los
valores presentados corresponden a la media +
SD de 8 muestras de GR.

TABLA 1: PARAMETROS REOLOGICOS EN
REGIMEN ESTACIONARIO DE LOS GR TRATADOS
CON SOLUCIONES DE TRIPSINA

90

Control ~ 0,5mg/ml Tmg/ml 1,5mg/ml 2mgml 25mg/ml
Muestia de GR Cc. de Régimen estacionario
Triosi
ripsina 1 Mo
1D
Figura 2: % de Carga Anidnica Eritrocitaria mg/mL 10~ dina/cm |10 dina.s/cm
(%CAE) para la mu.est.ra control 'y las. de GR 0.0 0.56 + 0,02 69402 33403
tratados con las distintas concentraciones de
tripsing. 0,5 0,56 + 0,02 6,9+0,5 3,2+0,6
1,0 0,56 + 0,03 6,740,3 2,740,5
il RESUL'TADOS Y DISCUSION ' 15 0.57 +0.04 6.6+ 0.5 26403
En la Figura 2 se presentan los porcentajes
de la carga anionica eritrocitaria (% CAE) 2,0 0,56 + 0,02 54408 2,5+0,5
correspondiente a las muestras tratadas y al
control. Los valores promedio de % CAE de 2,5 0,57 +0,04 54+0,8 22+0,6

globulos rojos tratados con soluciones de
tripsina, han sido evaluados sobre un n= 8. Se
observan diferencias significativas (p<0.05) con
relacion al control en % CAE a medida que
aumenta la concentracion de tripsina.

En la Figura 3 se muestran los tiempos para
alcanzar el 50% de agregacion correspondientes
a los valores medios correspondiente a 8
muestras de tso, para los GR tratados con las
soluciones de tripsina.

Se observan diferencias significativas
(p<0.05) con relacion al control en el tiempo
para el 50% de agregacion en los globulos rojos
tratados con tripsina. Estas alteraciones son

Los resultados indican que el ID se mantiene
constante (p>0.90), pero el mddulo elastico y la
viscosidad superficial de membrana disminuyen
levemente en los globulos rojos tratados con
soluciones de tripsina con respecto a los sin
tratar.

En los resultados presentados en la Tabla 2,
no se observan diferencias significativas
(p>0.90) en los parametros viscoeldsticos en
régimen dindmico de los GR tratados en
relacion con los sin tratar.
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TABLA 2: PARAMETROS REOLOGICOS EN REGIMEN DINAMICO DE LA MEMBRANA DE LOS GR SIN TRATAR Y
TRATADOS CON SOLUCIONES DE TRIPSINA

Ce. Régimen dindmico
Trip G'/ll G”/ll "l’/ll 1]”/]1
mg/mL| 0,5 Hz 1 Hz 0,5Hz 1 Hz 0,5 Hz 1 Hz 0,5 Hz 1 Hz

0 0,99 £0,010,92 £0,01]0,17 £0,01|0,40 + 0,01 {0,055 £ 0,001| 0,064 0,001 10,31 £0,01]0,15 £ 0,01

0,5 [0,97+0,01/0,90+0,01]0,22 +0,01]0,43 +0,06]0,071 + 0,001/0,068 + 0,0100,31 £ 0,01]0,14 + 0,01

1 0,97 £0,01{0,91 +0,01{0,21 £0,010,42 £ 0,03 {0,069 + 0,001]0,066 £+ 0,001]0,30 +0,01]0,13 £ 0,01

1,5 [0,98+0,01/0,91+0,01]0,21 £0,02]0,41 £ 0,010,068 + 0,001/0,064 + 0,001 0,31 £ 0,02]0,14 + 0,01

2 0,99 £ 0,01 0,90 +0,01{0,20 £ 0,010,422 £ 0,01 {0,070 + 0,001/0,065 £ 0,001]0,30 + 0,02]0,13 £ 0,01

2,5 [0,98+0,0110,90+0,01]0,22 +0,01]0,44 + 0,010,055 + 0,003{0,070 + 0,001 0,31 £ 0,01]0,14 + 0,01

IV. CONCLUSIONES

Por medio de técnicas exploratorias de datos
se realizo un estudio comparativo de los valores
de los parametros hemorreologicos de
agregacion y viscoelasticidad de los GR control
con los alterados por el tratamiento in vitro con
tripsina.

Los resultados indicarian que las
alteraciones en los componentes de membrana
de los eritrocitos, por el tratamiento enzimatico
que tiene como efecto una reduccion en la carga
superficial eritrocitaria, podrian relacionarse
con las alteraciones intrinsecas presentes en los
GR de pacientes hipertensos, lo cual demuestra
la importancia de los componentes de la
membrana eritrocitaria en el fendémeno de
interaccion celular que juega un papel crucial a
nivel  microcirculatorio, aumentando la
probabilidad de que los hematies se agreguen.

Este  trabajo presenta un  estudio
interdisciplinario para evaluar, modelizar y
comprender las posibles alteraciones en la carga
eléctrica superficial de la membrana eritrocitaria
en patologias vasculares como la HTA.
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