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Se desarrollé un equipo automatizado para el estudio de la cinética de disociacidn tanto de agregados como de
aglutinados erritrocitarios. Este equipo se basa en el fendémeno de retrodifusion laser, donde la intensidad laser
retrodifundida es inversamente proporcional al tamafio de las particulas. Se estudié el fendmeno de la adhesion
intercelular para suspensiones de glébulos rojos sin y con distintas concentraciones de anticuerpos a distintas
velocidades de corte. Se obtuvieron valores cuantitativos de tensiones de corte critica, que estarian relacionados
con la energia especifica de adhesion de los anticuerpos empleados. Este disefio experimental, permite estudiar el
proceso de agregacion y desagregacion eritrocitaria, resultando de especial interés en aplicaciones clinicas,
particularmente en las vasculopatias.

Palabras claves: adhesion eritrocitaria, retrodifusion laser, energia especifica de adhesion, aglutinacion
eritrocitaria.

The main objective of this work was: to study the dissociation kinetics of aggregated and agglutinated
erythrocytes employing an equipment developed to measure laser backscattering, where the light intensity is
inversely proportional to the particle size. Intercellular adhesion phenomenon for erythrocyte suspensions with
and without different antibody suspensions at different shear rates was studied. Quantitative critical shear stress
values were obtained which would be related to specific adhesion energy of the employed antibodies. These
experimental design, allows studying the erythrocyte aggregation and desaggregation processes, resulting of

special interests for clinical applications, particularly in vasculopathies.

Keywords: erythrocyte adhesion, laser backscattering, specific adhesion energy, red blood cell agglutination.

l. Introduccioén

Se presenta el prototipo de un equipo automatizado
desarrollado para el estudio de la disociacion tanto de
agregados como de aglutinados celulares. En particular,
se presentan los resultados obtenidos para agregados y
aglutinados de globulos rojos humanos (GR).

La agregacion eritrocitaria se produce por la
adhesion intercelular de GR mediada por proteinas
plasmaticas que hacen las veces de puente entre las
células. La naturaleza de esta union es débil y reversible.

La aglutinacion eritrocitaria resulta de la adhesion
entre GR, mediadas por uniones fuertes entre antigenos
de la membrana (oligosacaridos) y proteinas
multivalentes (anticuerpos o lectinas).

El equipo, al igual que el eritroagregametro
(Regulest, France) se basa en la técnica de retrodifusion
laser, donde la sefial registrada es inversamente
proporcional al tamafio de los aglutinados.

El equipo también ofrece la posibilidad de medir la
agregacion y desagregacion celular.
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Il. Materiales

Material biolégico

Suspension de GR: se emple6 sangre grupo A+
anticoagulada con heparina. Se prepara una suspension
al 40%, de GR lavados, en una solucion de buffer
fosfato salino conteniendo Dextran 70 al 4.1 %.
Preparacion de aglutinados: Los aglutinados se
preparan enfrentando volumenes iguales*? de la
suspension de GR con distintas concentraciones de
anticuerpos monoclonales anti-A (Wiener) obtenidos
por lineas celulares de hibridomas de raton. Para las
determinaciones en el equipo, se introducen 1.2 ml de la
mezcla de reaccion en el reservorio (ver figura 1).
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Figura 1. Esquema del equipo desarrollado.

Equipo desarrollado

El equipo consta de dos cilindros concéntricos, el
interior fijo, y el otro, exterior, transparente y giratorio,
accionado por un motor cuya velocidad de rotacion es
controlada por medio de una fuente de alimentacion
variable con el fin de aplicar sobre los aglutinados
tensiones de corte definidas. Se hace incidir la luz de un
diodo laser de una potencia de 5 mW y | = 785 nm
sobre la muestra. La sefial de retrodifusion® que es
captada por un fotodiodo enfocado, ubicado sobre el
laser, es enviada mediante una interfase a una PC por su
puerto paralelo de impresora, donde es procesada por un
software especialmente desarrollado para tal fin. La
utilizacion del software permite variar el tiempo de
registro de la sefial y registrar la variacion de la sefial
para las distintas las tensiones de corte aplicadas.

Para evaluar el funcionamiento del equipo, se
colocan las suspensiones de la mezcla de reaccion entre
los dos cilindros del aparato y se las somete a
velocidades de corte correspondientes a rotaciones del
cilindro exterior comprendida en el rango de 0.3 - 7.6
Hz.

Protocolo de utilizaciéon

1. Colocar la muestra de reaccion en el reservorio
e introducirlo en el rotor del equipo.

2. Encender todas las unidades que nos permiten
regular y controlar el movimiento del rotor.

3. Una vez encendido el motor del equipo, dejar
transcurrir el tiempo predeterminado en el
protocolo de trabajo.

4. Finalizada la operacion y el registro de los
datos requeridos, apagar todas las unidades y
lavar el reservorio para posteriores mediciones.

lll. Método

Se mide la retrodifusion laser de una suspension de
GR sin anticuerpo a distintas velocidades de corte. La
medicién se inicia luego de transcurridos 5 seg del

319 - ANALES AFA Vol. 17

comienzo de la rotacion del motor. La retrodifusion
laser, que es inversamente proporcional al tamafio de los
agregados, aumenta con las velocidades de corte
empleadas, ya que los agregados se van disgregando
haciéndose cada vez mas pequefios. Cuando finalmente
se alcanza la disociacién total de los agregados, la
retrodifusion es maxima e independiente de la velocidad
de corte.

El mismo procedimiento se repite para las
suspensiones de GR frente a las distintas
concentraciones de anticuerpo (mezclas de reaccion).

IV. Resultados

Se midieron los valores de retrodifusion laser para
una velocidad de rotaci6on constante, empleando
suspensiones de GR sin anticuerpo. La medicion se
inicia desde el reposo obteniéndose curvas de
desagregacion (Figura 2).
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Figura 2: Curva de desagregacion eritrocitaria.

La medicién se reinicia con el apagado del motor,
obtiéndose las curvas de agregacion (Figura 3).
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Figura 3: Curva de agregacion eritrocitaria.

Se grafican los valores medios de la retrodifusién
laser vs. las distintas velocidad de corte en escala
semilogaritmica, para lograr apreciar las variaciones en
la pendiente de la curva. Del grafico (figura 4) se puede
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obtener la velocidad de corte critica §; para los

agregados de GR, la cual es proporcional a la tensién de
corte necesaria para alcanzar la desagregacion completa
de los GR®.
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Figura 4: Obtencion de velocidad de corte critica para la
desagregacion.

Se repite el mismo procedimiento para suspensiones
de GR con anticuerpos anti-A, obteniendose los valores
de las velocidades de corte criticas para aglutinados
celulares (Tabla I).

TABLA |: VALORES DE LAS VELOCIDADES DE CORTE
CRITICAS PARA AGLUTINADOS CELULARES

Concentracion gc
de anti-A 1
Vol/Vol S
Control 0 59.7+0.6
Anti-A 1/256 0.004 62.0+0.6
Anti-A 1/128 0.008 71.6+0.7
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En la Tabla | se observa que la velocidad de corte
critica aumenta con la cantidad de anticuerpos en la
suspension, ya que la tension de corte requerida para
disgregar los aglutinados aumenta con la concentracion
de anticuerpo.

V. Conclusiones

El equipo desarrollado resulta de utilidad para
analizar la cinética de aglutinacion y obtener valores
cuantitativos relacionados con las caracteristicas
especificas de adhesion de los anticuerpos analizados.

Este disefio expreimental, permite estudiar el proceso de
agregacién® y desagregacion eritrocitaria, reslutando de
especial interés en aplicaciones clinicas, particularmente en las
vasculopatias.
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