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Se estudié el fendmeno de adhesion intercelular utilizando como modelo la adhesion eritrocitaria mediada por
anticuerpos especificos del sistema ABO, obteniéndose valores cuantitativos de |os pardmetros involucrados tales
como de la energia de unién intercelular y su posible relacién con los pardmetros de deformabilidad celular. La
energia de adhesion fue cuantificada indirectamente mediante € estudio de la disociacion de los dobletes bajo €l
efecto de unatensién de corte determinada, utilizando un sistema de camara de flujo controlado.

The main two objectives of this work were: to study the cellular @hesion phenomenon using erythrocyte
adhesion mediated by specific antibodies of the ABO system as a model and to achieve quantitative values of the
parameters involved in this phenomenon, like intercellular binding energy, and its possible relationship with
cellular deformability parameters. As an experimental model, agglutinates of two group A erythrocytes (doublets)
induced by specific monoclonal antibodies anti-A were used. Adhesion energy was indirectly quantified by the
study of doublet dissociation under the effect of a given shear stress using a controlled flow chamber system.
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l. INTRODUCCION

L os mecanismaos de interaccion que conducen alaadhesion
celular presentan un interés fundamentad para las ciencias
biologices y médicas. La adheson cdulacdula es un
fendmeno fisico-quimico crucid para la relacion de la cdula
con su entorno. Por dlo, esde gran importanciad desarrollo de
métodos experimentdes que permitan obtener resultados
cuantitativos del fendmeno de adhesion cdular.

La facilidad de disponer de glébulos rojos y su relaiva
estabilidad, ad como € conocimiento existente de las
propiedades de su membrana, hacen que esta cdula sea
utilizada como modeo para € estudio de los mecaniamos de
lasinteracciones celulares. El estudio de laformaciény ruptura
de enlaces receptor-ligando en suspensiones eritrocitarias
jetas a una tension de corte es de condderable importancia
en lacirculacion sanguinea.

La aglutinacion eritrocitaria resulta de la adhesion entre
cdulas mediadas por la union especifica o no-especificadelos
antigenos de la membrana (dligosac&idos) a macromoléculas
multivalentes (anticuerpos o lectineas).

Los dos objetivos principdes de ete trabgo fueron
estudiar € fendmeno de adheson cdular utilizando como
moddo la adhesidn eritrocitaria mediada por anticuerpos
especificos ded sstema ABO, y obtener vaores cuantitativos
de los parametros involucrados en este fendbmeno como la
energia de unién intercdular y su posible relacion con los
parametros de deformabilidad celular.
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II. MATERIALES

Material biolégico

Eritrocitos se trabgd con sangre obtenida por puncion
venosa, atticoagulada con EDTA Na, de individuos sanos.
Cada muestra fue centrifugada a 3000 g durante 5 minutos,
luego de o cud se descartd @ plasma. Los eritrocitos fueron
lavados tres veces en buffer fosfato sdino (PBS) (pH 7,4; 295
mOsm/kg) y findmente resuspendidos en PBS conteniendo
0,25% de dbimina sé&rica humana. La manipulacion de les
muestras e redizd observando las normas de éica y
bioseguridad establecidas en la Facultad de Cs. Bioquimicasy
Farmacéuticas delaUNR.

Anticuerpo  monocdlonal:  reectivo  anti-A  (Wiener  lab)
purificado a partir de anticuerpos monocl onales secretados por
lineas cdulares de hibridomas de raton.

Equipamiento

Céamara de Flujo: las experiencias seredizaron en unacamara
de flujo transparente. El microcand fue congtruido colocando
una pelicula de Teflon de 250 mm entre unabase de acrilico y
un portaohjetos de 0,2 mm y sdlando con vacio (ver figura 1).
La base de acrilico tiene dos agperturas rectangulares usadas
como entrada y sdida dd fluido PBSHSA por € cand. La
entrada esta conectada a una bomba perigtditica que permite
vaiar la vdocidad de flujo (caudd suminigtrado de 0 a 25

ni/seg).
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Microscopio Optico invertido (Nationd) con sdidas para
camarade video, camarafotogréficay camarapolaroid.
Camara CCD "frame grabber" (Sony XC-75)

PC equipada con sstema |PPlus de andisis digitd deimagenes
(Equipamiento Sony) y placa de adquisicion y procesamiento.

Condensador
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Figura 1. Esquema de la Camara de Adhesion.

. METODO

El fendmeno de aglutinacion de glbulos rojos, inducida
por anticuerpos monoclonaes especificos dd Sigema de
Grupo Senguineo ABO, sxa utilizado como moddo
experimenta dd mecanismo de reconocimiento  especifico
ligando-receptor, para andizar € fendmeno de adhesion
cdular.
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Figura 2. Representacién esquematica de un doblete sometido
a una tension de corte, donde A es d area del glébulo vista
desde arriba al microscopio y A, esd area de contacto entre
ambos glébulos.

Se evaub la energia de adhesidn determinando d trabgjo
requerido para separar fracciones de la superficie de contacto
intercdlular, de un aglutinado condtituido por dos céulas
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(doblete) por accidn de unatenson de corte determinada. Esta
tenson de corte s glica bgo condiciones cineméicas
controladas, en un régimen de flujo laminar. Esto seredizaen
la camara de flujo, especidmente disefiada para obtener un
flujo controlado y bien definido.
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Figura 3: Imagenes registradas de un doblete: (a) en reposo
Caudal = 0 nmi/seg; PS= 0 %. (b) sometido a una tension de
corte Caudal = 14,7 m/seg; PS= (52 £ 6) %.

Inicidmente los dobletes fueron inmovilizados dentro de la
misma, sometiéndolos luego a didtintas tensones de corte
durante intervaos de tiempo determinados. De esta manera,
dicha tensién de corte aplicada es pardda a la superficie de
contacto entre ambas cdulas, obsarvéndose que la cdula
superior se desprendia progresivamente con € tiempo como
adl también con un aumento gradud de latenson de corte. Se
regisdraron imégenes microscopicas secuencides con una
camara CCD adaptada aun microscopio Optico invertido y
conectada a un sstema de video digita. Luego se rediz6 €
procesamiento digitdl de las imagenes midiéndose las
dimensiones geométricas que adoptan las células durante d
proceso de deformacion y disociacion de |os enlaces antigeno-
anticuerpo.

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 3 se puede goreciar que a medida que s
aumenta la tensién de corte (aumentando d caudd), € aeade
contacto entre ambas cdulas va disminuyendo, lo que equivae
adecir que su porcentgje de separacion va aumentando.
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Figura 3: Area de contacto (An) entre los dos eritrocitos en
funcién del Caudal para dos muestras diferentes
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Se puede observar claramente que un eritrocito en reposo,
vito desde d microscopio, posee una forma ced circular.
Cuando este se somete a una tensidn de corte, se deformay
adquiere una forma diptica A mayor diferencia entre los ges
mayor y menor de una dipse, esta posee mayor excentricidad.
Por lo tanto, d vaor de excentricidad es una medida de su
deformabilidad.
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Figura 4: Excentricidad del eritrocito inferior en funcién del
Caudal deflujo.

En lafigura4 se puede observar claramente un progresivo
aumento de la excentricidad eritrocitaria con € aumento de la
tension de corte gplicada.

El porcentge de separacion entre ambas cdulas fue
obtenido de lasguiente manera:

PS =

M. 100

TABLA 1:VALORES OBTENIDOSDEL PORCENTAJE DE
SEPARACION PARA UNA MUESTRA DE SANGRE A TIPO
AGLUTINADA CON EL ANTICUERPOANTI-A (DILUCION

1/6500).
Caudal (mi/seg) PS
0 0
6 304
147 52+6
203 71+ 6
23 ®+11
25 100

La energia de disociacion (gy) esunamedidaindirectadela
energia de asociacion, y se define como la energia necesaria
para desagregar una unidad de &reade membrana de dos cdlulas
unidas, pudiendo expresarse como >:

_Axsg My

Agy X
donde ss, es latensdn de corte paralacud, € porcentgje de
separacion entre ambas células es dd 50%; dy, esladistancia
recorrida; Ao € érea de la cdula superior paraese porcentgje,
y A esd &eatotd delamismacéulasin deformar.

dd
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B vdor de s5 fue cdculado a patir de la siguiente
ecuaGior:
_6xQ

h? ¥
donde h eslaviscosdad del medio de sugpension (PBSHSA),
Q es @ caudd aplicado, h es la dturay | es d largo dd
microcand.

Findmente, & vaor obtenido parala energia de disociacion

de dos eritrocitos unidos por los anticuerpos monoclonales
anti-A utilizados fue:

Qs = 6,67. 10° Joule/n?

S50

IV CONCLUSIONES

Queda demodtrado que este méodo permite obtener
parametros como gd que conducirian a estimar @ vaor de la
energia de adhesion entre dos eritrocitos unidos por
anticuerpos. Al ser este parametro directamente proporciona
aladensidad superficid de las moléculas puente (anticuerpos,
lectinas, €tc.) y a la densdad antigénica de las cdulas, su
estimacidn es de indudable importancia. Por lo tanto, seriade
interés utilizar este méodo en futuras determinaciones para
otros tipos celulares y otros tipos de moléculas puente.
Ademés brinda interesantes parametros de deformabilidad de
céulas sometidas atensiones de corte en un flujo estacionario.
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