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En csle trabajo se presentan los parametros viscoelasticos complejos de 1a membrana del globulo rojo humano,
calculados a partir de mediciones realizadas con ¢l Lritrodeformetro funcionando en régimen oscilante. Este
instrumento permite analizar por difraclometria laser las variaciones en el diametro de los eritrogitos sometidos
a una tension de corte oscilante. Las frecuencias de oscilacion y ¢l valor maximo de la velocidad de
deformacion fucron scleccionados de (al forma que coincidicran con los valores. a los gue estd somelido cf
eritrocito en la circulacion sanguinea. Se comparan los resultados obtenidos con los publicados por otros autores
para sangre enlera y suspensioncs de globulos rojos. A difcrencia de lo que ocurre en los materiales
viscoelasticos convencionales se encuentra disminucion de la elasticidad dinamica (parte real del modulo
clistico complejo) y un aumento de la pérdida dindamica (parte imaginaria del médulo clastico complejo) con la
frecuencia de oscilacion. Ademas del interés que puede presenlar para la Fisica el cstudio de un matcerial de
estas caracteristicas, también resulta de inmegable importancia en Hemorreologia Clinica, ya que penmite
analizar la influencia de diversas alteraciones patologicas y producidas por medicamentos, rclacionadas con las
propicdades reologicas de los eritrocitos en circulacion sanguinea.

In this paper the complex viscoelastic paramelers of the human red blood cell membrane (erythrocyte) are
presented. These parameters were measured with Erythrodeformeter functioning in oscillating regime. This
instrument permits (o analyze by laser diflractometry the variations in the erythrocyte diameter under oscillaling
shear stress. The oscillation frequencies and the maximum shear stress value were selected of such manner that
might coincide with the values to that is subjected the erythrocyte in the blood flow. The oblained results are
compared with the obtained by other authors for whole blood and red blood cell suspensions. To difference of
what occurs in the conventional viscoelastic materials was found decrease of the dynamic clasticity (real part of
the clastic complex module) and an increase of the dynamic loss (imaginary part of the clastic complex module
) with the oscillation [requency. Furthermore of the interest that can present for Physical the study of a material
of these characteristics, also resulls of undeniable importance in Clinical Hemorheology, for o permit (o
analyze the influence of diverse pathological allerations und produced by drugs, related with the rheological

properties of the erythrocyte membranc in blood flow.

I. INTRODUCCION

Dada la facilidad dec obtencion de los eritrocitos
(globulos rojos, GR) en la prictica, y por ¢l amplio
conocimicnto existente de su organizacion molecular,
la membrana eritrocitaria es frecuentemente usada
como basc para el estudio decl comportamicnto biofisico
dc otras membranas cclulares (biomembranas). Mas
aun, las propiedades viscoclasticas de la membrana
eritrocitaria motivan un interés especial por su
influcncia en el flujo sanguineo” .

La capacidad de los GR para deformarse, cuando
son impulsados en el flujo vascular, ha sido
universalmente reconocida como factor fundamental en
la cficiencia de la circulacion sanguinea y en las
caracteristicas viscosimétricas de la sangre. En la
medida que los globulos rojos, con un didmetro dc 8
pum, deben circular a lo largo de capilares dc 3 y 4 pm
de diametro, o atravesar los portales esplénicos con
sccciones  aun  menores, tendrdn  quc  aceplar
deformaciones considerables y en tiempos muy

* Autor a quién debe dirigirse la correspondencia.
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reducidos pucs de lo contrario scrian detenidos y
eliminados por lisis o fagocitosis, o incluso producirian
la obturacién capilar y la consecuenie necrosis del
tejido circundante. Mas alld de estas consideracioncs,
la sangre es una suspension de particulas, cuya
deformabilidad influye fuertemente sobre la viscosidad
y la circulacion general. Analizada la importancia dc la
deformabilidad eritrocitaria no resulta extrafio que las
propicdades rcologicas dc estas células, o de sus
componentes estructurales sigan sicndo objcto dc
intensas investigacioncs.

La sangre entera y las suspensiones de globulos
rojos  pueden  clasificarse  como  materiales
viscocldsticos”**'.  Cuando estdn somctidas a
tensiones dec corle oscilatorias, su comportamicnio
pucdec scr  corrcclamente  descripto  por  la
viscoelasticidad compleja (VC). Tal comportamicnio
dinamico cs de gran importancia {isioldgica dado que cl
flujo in vivo es pulsante y no estacionario debido al
ciclo cardiaco y a los continuos cambios en cl tamario
de los vasos y en las condicioncs dc flujo.
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En 1972, Thurston® trat6 de obtener la
viscosidad intrinseca dcl GR promedio por medicioncs,
en flujo oscilatorio en tubos circulares, dc GR
suspendidos en plasma. Realiz6 las experiencias a una
frecuencia de 10 Hz, 1a cual es muy alta en
comparacion con la frecuencia cardiaca humana (de
0.33 a3.3 Hz)®.

Tran-Son-Tay e¢f al." en 1986, cstablecieron la
necesidad de conocer las relaciones generales cntre cl
comportamiento viscoclastico de las suspensiones de
GR vy las propiedades de los GR individuales. Para ello
midicron las componcntes de la viscosidad compleja
(' y ") de GR suspendidos cn “buffer” al 80% dc
hematocrito. usando un viscosimetro Couctle cn modo
oscilatorio. Aunquec la deformacion cclular ¢s cl
mecanismo clastico dominante para tal hematocrito, no
pucde ignorarse que las interacciones cntre células
afectan de forma significativa los resultados” *,

Si bien la viscoclasticidad de la sangre cntera y
de las suspensiones dc GR ha sido ampliamente
estudiada, y la importancia de la viscoelasticidad dc la
membrana eritrocitaria ha sido resaltada como un
factor preponderante, no existen hasta el momcnto
investigaciones concretas que den valores confiables de
los parametros viscoeldsticos complejos de los GR y/o
de su membrana.

Il. INTRODUCCION TEORICA
Consideremos un material viscoelastico expuesto
a una tension oscilante del tipo:
o =0, cos(w t) n

dondc o, cs la amplitud de la tension y o cs la
frecuencia de la oscilacion.
La respuesta del material y estd desfasada por
alguan valor § (0 < 6 < w/2) con la tension 0*?, es decir:
¥y =7,cos(wtl-96) 2)
El médulo de elasticidad G y la viscosidad n
influyen en la respuesta del material. Es usual en los
cxperimentos oscilatorios resolver estas cantidades en
la componente elastica, en fase con la tensién, v la
componente viscosa, desfasada 90°. Una forma
convenicnte para realizar esto es cmplear la notacién
complcja expresando las ecuaciones (1) y (2) en la
forma siguicnte:

o = 6, cos(w t) = %o, ei"’t] 3)

y

i(wt—5)}(4)

Y =%o cos(a)t—é) = 9?{7(, e
donde R es la parte real del nimero complejo.

Se define el mddulo de elasticidad complejo
G* como el cociente entre la tensién compleja y la
deformacién compleja del material:

iwt
O, € O is

}/()ei((l)l—5) - Yo

Expresando ¢l numcro complcjo en la forma
trigonométrica podemos escribir:

G*=
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a

G*:—g—[cosé‘ +isend) %)
Yo
es decir:
G*=G"+1G"
donde:

' 6“
G'=—cos(d)
Va
cs llamado moédulo dinamico o clasticidad dindmica. y

" 00 N
G"=—scen(d)
},ll
es llamado pérdida dinamica.
Dc mancra simitar sc pucdc introducir cl
concepto de viscosidad compleja:
%% elaA
"= (t=5)
. (k-0
. Yolwe
dondc ¢l numerador cs la tcnsion y ¢l denominador cs
la velocidad dc deformacion complcja. Es decir:
n*t=n'-in"
dondc:
O_ "
n'=—"-sen(d)=—
V@0 @

es la componente viscosa. y

" 0‘0 N
n"=——0c08(0)=—
7@ @

es la componentc elastica.

lll. MATERIALES

Se utilizaron muestras de sangre dc dadores
normales, las que fueron analizadas dentro dc las 48
horas de extraidas, a una temperatura de (25,0 £ 0.5)
°C, de acuerdo a las recomendaciones del ICSH"”".

Las muestras fuecron preparadas para su
utilizacion en el Eritrodeférmetro, suspendiendo 100ul
de sangre entera (45% de hematocrito). anticoagulada
con heparina, en .38 cm’ de una solucién dec
polivinilpirrolidona (PVP-360 dc SIGMA Chem. Co.)
al 5% (P/V) en PBS (solucion salina tampdn fosfato):
viscosidad = (20,0 £ 0,5) mPa.s, pH = (7.40 £ 0.05) y
Osmolaridad = (295 = 8) mOsmol/kg,

IV. METODO

El Eritrodeformetro, utilizado en estas
experiencias. fue disefiado y construido en 1984 por R.
Rasia y P. Porta"'’, y se basa en el fenémeno de
difraccion (fig. 1), Dado que el didmctro medio dcl
eritrocito (~ 7 um) es del orden de la longitud de onda
del haz laser incidente de HeNe (A ~ 600 nm), los GR
se comportan como particulas difractantes. El
dispositivo optico condiciona cl proceso de difraccion
para generar un patron de difraccién de Fraunhofer. El
patrén de difraccién es cliptico cuando los GR
deformados por la tension de corte adoptan la forma de
un elipsoide orientado.
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Funcxonando .en régimen cslacnonano permile
“obtener dircctamente Ia deformablhdad erltroclt.m.l
y calcular ¢l médulo elastico y la viscosidad

supcrflcml dela mcmbrana erltrocltana““
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Figura 1. IEsquema del eritrodeformetro.

Para realizar las experiencias en régimen oscilante, s

incorpord una fuente regulable de alimentacion, del
motor. La tension varia periodicamente produciendo
una rotacién permanente del disco mévil con velocidad
sinusoidalmente variable. La frecueéncia de la sinusoide
puede ser seleccionada entre 0.5, 1, 1.5, 2,2.5,3y3.5
Hz. El sistema envia una senal de sincronismo que

indica el instante de aphcacwn de la mmxma tensxon de
~corte. :

Cada mucstra fue testcada bajo lensioncs dec
corlc sinusoidales, donde el valor minimo dc la

‘velocidad de deformacion era yp,, = (3801 50) sty

el valor maximo fue scleccionado en ¥, = (1100 £
100) s,
deformaciéon ~ en circulacion’ sanguinea (en los
capilares). ° ‘ . T

N A
cor

Unidades arbitrerias
60 s

10

[ I, 3 1 - 1 - 1. —
0 0,5 R | 18 2 . 25
Tiempolsl ., ..,
" Datos * =—Curva de gjuste. - Tensién de corte
' . T s

o I'lgma 2. Rmpuasta de on globulov :o;os lmmanos a una
_lenszon de corle ovczlan!e

Wk 4-,,',54'
Dada la baJa concentracu’m dc ‘'GR en la

solucion utilizada para las mediciones! la viscosidad de

la suspension es de m; = 22.8 + 0.1 ¢p, entonces la
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del orden de la” maxima ‘velocidad de’

tension de corte minima y maxima entre las cuales sc
produce la oscﬂacxon resultan scr: :
Tmin = (87 + 10) dinas/om®

ey = (250 £30) dinasfom® .

Debndo al movimiento circular oscnlanlc del -

sislema, 10s GR se ‘deforman en elipsoides. cuya
longitud varia con la tensién de corte con un desfasaje

5. La variacién en el patrén dc difraccion cs captada

por el tubo foto-multiplicador (TFM). Las intensidades
correspondxentes al didmetro menor dc la clipsc de
difraccién son registradas én funcion dcl tiempo.

resultando ser proporcionales a la elongacion de los GR -
y dcsfasadds en un valor & con respecto a la tension

aphcada (ﬁg ).

Procesam:ento de los datos

Los valores de. 9 fueron obtemdos a parllr de
los datos experimentales mediante el programa dc
calculo. “Nelder-Mead Simplex -algorithm™") ¢l que

‘minimiza una funcnon no lineal de varias variables. La

funcion que se-utilizé para aproximar los datos fue: -
cr e f()=C + Cysen (o t+ )
donde C, y C, son constantes de ajuste (crror <5 %)

» - Para obtener ¢l valor de o,/ 7, s¢ consldcro .
que cuando f — 0 = G’ — G, (modulo eldstico,

obtenido en el caso estacionario). Los -pardmetros
estacionarios promedio de los globulos rojos normales
son: ' 7 o '
G,=1(6.3 1) 10° dina/cm
M = (3.4 £0.7) 10” poisc

Los valores de & y G, obtenidos pém cada

muestra fueron wusados para <calcular los cinco -

parametros dinamicos (G', G" n' n "y ).
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Figura 3. Desfasaje en funcion de la frecuencia de oscilacion
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V. RESULTADOS

En la fig. 3 se puede observar que cl dcsf.lsau
8 resulta ser una funcién practicamente lincal de la
frecuencia de. osc1lacnon {coeficiente de correlacnon
0. 992) :

*
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Figura 4. Modulo elastico complejo en funcion de la
Jrecuencia de oscilacion

En la fig. 4 sc presentan las componcnies del
médulo elastico complejo G*, las cualcs muestran
comportamicntos opuestos al ser analizadas para
distintas frecuencias de oscilacion: el médulo dindmico
G’ disminuye con la frecuencia de oscilacion y la
pérdida dinimica G” aumenta. Este resultado es
diferente del mostrado por fluidos - viscoeldsticos
convencionales, incluso por la sangre entera ).
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Figura 5. Viscosidad compleja en funcion de la frecuencia de
oscilacion ‘

Las componentes de la viscosidad complcja
n* (fig. 5), disminuyen con la frecuencia de oscilacion.
Resultados similares fueron reportados por Tran-Son-
Tay ef al. en 1986 para suspensiones altamente
concentradas de GR. La disminucién de n’ con la
frecuencia, indicaria que la membrana del GR tiene
caracteristicas de shear thinning, como habia sido
scfialado por Tran-Son-Tay e/ al. en 1988'"). La
componente eldastica n” disminuye mas rapidamente
quc la componente viscosa '1’, legando ambos
paramctros a coincidir para una frecuencia de 2.5 £ 0.2
Hz. La componente viscosa dc la viscosidad compleja,
1n’, s¢ manticnc por debajo del valor de la viscosidad
superficial de la membrana eritrocitaria 1., tendiendo
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a este a medida que la frecuencia de oscilacién tiende a
cero. Una tendencia similar fue sefialada por Chmiel ef
al. en 1990 para la componentc viscosa de la
viscosidad compleja de la sangre entera, la que tiende a
la viscosidad estacionaria cuando la frecuencia tiende a
cero. o

El ticmpoyde relajacion ¢ disminuye con la
frecuencia (fig. 6). Este resultado coincide también con
los rcportados por Tran-Son-Tay ¢f al. cn 1986'" para
suspensiones altamente concentradas de GR.

06t
04}

0,2}

0 0,5 1 15 . 2 25 3 35 4
Frecuencia (Hzl

Figura 6. Tiempo de relajacion en fincion de la frecuencia
de oscilacion

Ventajas del método desarrollado

e No exislc manipulacidn previa de las muestras
(como succedc cn las técnicas cstacionarias dc
micropipcta)

e No.existe la interaccion entre células (como en las
técnicas que utilizan suspensioncs altamente
concentradas de GR)

o Es independiente de las propiedades viscoeldsticas
del plasma (se utiliza como medio dc suspension
.una solucion de¢ viscosidad, pH y osmolaridad
controladas)

e Da resultados promedios sobre una poblacion de GR

V1. CONCLUSIONES

Las  mediciones  realizadas con  cl
Eritrodeformetro  en régimen - oscilanic  permiten
verificar  que, ‘para frecuencias y velocidades dc
corte dentro del rango fisiologico (y < 1200 s').
la clongacion eritrocitaria varia sinusoidalmente
(dispersion < 5%) como lo hace la tension de corte, con
un desfasaje & que cs funcion de.la frecuencia de .
oscilacion (0 < & < n/2), cs decir, los GR, para cse
rango de tensiones de corte, pueden ser correctamente
descriptos como materiales viscoelasticos (fig. 2).

Los parametros viscoelasticos complejos de los
GR humanos, detcrminados por difractometria ldser,
son coherentes con los obtenidos por otros autores para
sangre cntera y suspensioncs de GR.

' Estec método difractométrico ¢s adccuado para
realizar el allﬁlisis viscocldstico complejo de los GR

SAN LUIS 1997 - 258



humanos, y-resulta ser una herramienta muy.til para .

- investigar las propiedadcs reologicas de estas células.
Se realizaron ademas, experiencias con'GR
alterados (cnvejec11n1enlo(‘s) y accion, de lectinas

las que indican que tanto la reotogia compleja como la

estacionaria permiten detectar alteraciones en los GR -

con gran sensibilidad. ‘

- La comprensmn de los factores quc afectan el
flujo sanguineo “in vivo”, cn condiciones asociadas con
alteraciones de -las propledades ‘reologicas de la
membrana eritrocitaria, muestran que este método
puede scr aplicado con ¢éxito en Hemorreologia
Clinica, para detectar, con suficiente sensibilidad,
anormalidades patoldgicas en los GR (m‘embrandpatias
y hemoglobinopatias), y analizar el cfecto de drogas 0
medlcamenlos :
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