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Resumen

RESUMEN

El objetivo general de Ia presente tesis es estudiar las
alteraciones de propiedades superficiales eritrocitarias y su incidencia en
la agregacion y la adhesién. Este objetivo fue desarrollado en 4 etapas:

1. Comparar ias variaciones de la CESE inducidas por diversos
mecanismos, utilizando como herramienta e| reparto en sistema
acuoso bifasico DxX/PEG. Se trabajé con GR sin tratar y GR con
variaciones de la CESE por distintos mecanismos: a)-tratados con
distintas enzimas proteoliticas; b)-tripsinados a distintos tuemgos
C)-tratados con anticuerpos; d)-sometidos a conservacrén en
condiciones standard de Banco de Sangre y e)- GR de dlstmtas
espec:es A traveés del P se pudo poner en evidencia variaciones
mgnlﬁcatlvas entre GR tratados y no tratados. De esta manera
resulté"el P una herramienta util para el estudio comparativo de
las variaciones de la CESE.

2. Estudiar por visualizacion microscépica directa, ia morfologia de
los agregados de GR. Se estudioé la morfologia de los agregados
de GR sin tratar; tratados (tripsinados a distintos - tiempos y
glicosilados) y de pacientes diabéticos e hipertensos. Por medio
del ASP se mostraron diferencias signiﬁcativas -de la morfologia
de los agregados de GR sin tratar y tratados. Se observaron
diferencias -significativas de la morfologia de GR normales y de
diabéticos e hipertensos. El ASP da una estimacion cuantitativa
de la morfologia de los agregados eritrocitarios y de las
desviaciones de la misma.

3. Estudiar la adhesidn bajo condiciones estiticas utilizando como
modelo e! sistema receptor de hialuronato{CD44) -hialuronato
observando macroscépicamente, el fendémeno por adhesién
(aglutinacion) eritrocitaria. Se investigd el receptor de hialuronato
en la membrana de GR de adulto, de cordén umbilical y de
diabéticos. Se observd una diferencia estadisticamente

i



Resumen

significativa en la adhesion de GR de adulto y de corddn y
también de diabéticos y de adultos normales.

Se determiné el receptor de hialuronato(CD44) soluble en suero
por inhibicién de la adhesion(agiutinacion). Se trabajé con suero
de dadores normalés y de recién nacidos. La sensibilidad de esta
técnica no permiti® demostrar la presencia de receptores de
hialuronato solubles en el suero de neonatos, a diferencia de o
que ocurre en el adulto donde se observé poder inhibitorio.

. En la Glitima etapa de esta tesis se alcanzd el objetivo propuesto,

desarrolllar una técnica por analisis de imagenes digitalizadas en
camara de flujo para estimar la energia de adhesion del recaptor
de hialuronato y su ligando. De acuerdo a las energias calcu‘[adas

el método es aceptable y puede ser aplicado en otros tigos de
interaceién celular.
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Capitulo 1 La membrana del giébuio rojo.

INTRODUCCION

La membrana del gidébulo rojo (GR) es un excelente modelo
biolégico de membrana celular apta para el estudio de la relacion de
estructuras y funcién de las proteinas membranales.

Los GR son portadores de los antigenos de grupos sanguineos,
importantes en medicina tranfusional, marcadores en genética hum‘a'h.a
y, actuaimente, relevantes en el estudio de su relaciéon con divéfs’as
patologias. *

Es necésa(io alcanzar un mejor conocimiento de las Bases
moiecul,ares,';d'e' los antigenos de grupos sanguineos, para establecer
una relacibn entre la estructura y la funcidn de las proteinas
membranales, 1o cual permitiria comprender su rol biolégico. Esta claro
que la e)ipresién, de numerosos antigenos de grupos sanguineos, no
esta limitada solo a los eritrocitos, sino que esta presente en otros
tejidos, sugiriendo que estas estructuras pueden ser funcionalmente
importantes no soélo en el GR, sino también en otras células del
organismo.

Los conocimientos estructurales actuales muestran que ia
naturaleza quimica de los antigenos de grupo sanguineo, esta repartlda
entre diferentes especies moleculares.

Los polipéptidos de los GR, que aportan antigenos de grupos
sanguineos, pertenecen a dos grupos de moléculas: las glicoproteinas
hidrofébicas, con uno ¢ varios dominios transmembranales, y las
proteinas membranales, unidas a la superficie celular por un
glucosil-fosfatidil-inosito!. _

Existe un gran numero de procesos bioldgicos que estan
relacionados con cambios en las propiedades reolégicas de células y
fluidos.
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En el curso de los Gltimos afios, se ha investigado sobre el papel
que juegan los factores reoldgicos en la comprensién de mecanismos
bioldgicos y clinicos, en particular la relacién reologia-estructura y la
relacién reologia-actividad celular.

El acido 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. Esta carga negativa tiene
significancia hemorreoldgica y hemodinamica. Cuaiquier disminucign del
contenido de acido sidlico en la membrana, implica una disminucién
de la repulsiébn electrostatica intercelular normal, favoreciendo
consecuentemente la agregacion eritrocitaria y la formacién de rouleaux.
Se puede observar, entonces, un aumento de la viscosidad que
enientace "e'l flujo sanguineo. _

Por otra parte, la disminucién del contenido de &cido sidlico,
también incrementa la interaccion eritrocitaria con el endotelio vascuiar.

La adhesion de células sanguineas a la superficie endotelial
vascular, en condiciones de flujo, depende de numerosos factores
reclégicos: el tiempo de contacto entre receptor y ligando, la velocidad
de corte que contribuye a destruir las uniones formadas y los
mecanismos celulares que influencian la superficie de contacto. -

La interaccion entre superficies celulares es un importante
fendbmeno en la microcirculacion. La formacion de ‘“rouleaux” causa
detencion del flujo; la agregaciéon de plaquetas es la responsable de la
trombosis y la interaccion de eritrocitos y leucocitos con el endotelio
vascular tiene influencias importantes sobre el flujo circulatorio en la
salud y en la enfermedad.
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En algunas patologias, los eritrocitos u otras células circulantes,
pueden manifestar una adherencia incrementada ail endotelio, incidiendo
en las complicaciones vasculares. Los estudios in vitro sobre asociacién
receptor-ligando, en diferentes condiciones fisicas, pueden contribuir a
una descripcion mas completa de las formas posibles de adhesion in
Vivo.

En conclusién, se puede predecir que habran de encontrarse
mayor numero de patologias con alteraciones en la agregacion y en la
adherencia cefular como consecuencia de fa modificacién de receptbres
o moléculas de adhesién, o bien, por desialisacién de proteinas de

membrana portadoras de carga.

Desde que se descubrid que el suero de una especie animal,
aglutina los hematies de otra y se demostré un fenémeno andlogo entre
diferentes individuos de la misma especie, se sabe que los hematies
poseen receptores antigénicos y que en el suero u otros liquidos
corporales pueden encontrarse los anticuerpos correspondientes. De
hecho, existen una gran cantidad de ese tipo de receptores, gue varian
en su capacidad para estimular la formacion de anticuerpos
(inmunogenicidad) y en su comportamiento seroldgico in vitro. Como los
antigenos permanecen practicamente inmutabiles, en los hematies de un
individuo a lo largo de su vida, hacen posible esa clasificacion tan

individual de la sangre, conacida como grupos sanguineos.
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1-1- LA MEMBRANA DEL GLOBULO ROJO

. En 1972, Singer y Nicholson propusieron el modelo de
“Mosaico fluido” para la membrana biologica. Estos autores
plantearon la membrana como una solucion bidimensional, donde
los lipidos actian como sclventes fluidos para las proteinas que
son moléculas globulares, parcial ¢ totalmente insertadas en la
capa lipidica.

Las propiedades reologicas del GR son un reflejo de su

estructura, porque presenta un comportamiento sélido dado pof el

citoesqueleto que le otorga propiedades elastopldsticas y un
-comportamiento liquido dado por la bicapa lipidica que obliga que
los cambios de forma se den sin variacion de area .

* Lipidos: lLas proteinas y lipidos de la membrana biolégica estan
intimamente relacionados. Una parte lipidica fluida es necesaria
para que la actividad proteica se desarrolie bajo condiciones
optimas. Los lipidos constituyen el 45% del peso seco de la
membrana ertrocitaria.

Su composicion es la siguiente:
'-glicoproteinas 55%,
-fosfolipidos 28%,

-colesterol 13%,

-acidos grasos libres 1% y
-glicolipidos 3%.

Todas las motéculas fosfolipidicas son anfipaticas.! con una
cabeza polar hidrofilica y dos colas extremadamente hidrofébicas
constituidas por 4cidos grasos (AG) de longitud y grado de insaturacion

L
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variable, unidas a un eje de glicerol®>. Colocados en un medio acuoso,
forman espontaneamente una bicapa enterrando sus colas y dejando la
cabeza expuesta al agua.

Los glicolipidos estén intercalados entre {os fosfolipidos (FL), con
sus ejes mayores perpendicutares al plano de la bicapa. Estan
localizados integramente en la mitad externa de la misma, con su porcion
hidrocarbonada (HC) extendiéndose hacia la fase acuosa®.

Quimicamente constituyen una ceramida, con un grupo polar que
consiste en una gran variedad de polisacéridos complejos. Estas
cadenas HC aportan los antigenos A, B, H, Le’, Le® y PO-"1a
ubicacion del colestero! es menos cierta. Estaria localizado en el centro
hidrofébico de la bicapa. Tiene un papel modulador del estado de filidez
de la bicapa lipidica.

Los lipidos y las proteinas de la membrana eritrocitaria no estan
distribuidos en forma fortuita ni equilibrada, sino que presentan una
importante asimetria, con relacién al plano medio de la bicapa
(transasimetria). Los (FL) catiénicos (esfingomielina y fosfatidilcolina) se
ubican, en mayor concentracién, en la cara externa de ia membrana,
mientras que los amino-fosfolipidos anidnicos [fosfatidil-serina (PS) y
fosfatidil-inositol (P1)] y los inositdsidos son los principales constituyentes
de la capa interna. La enzima aminofosfolipido-traslocasa o flipasa,
transparta activamente el PS y Pl de la capa externa a ta interna (flip). La
asimetria resulta del balance entre este transporte activo y el flip-flop
pasivo, movimiento lento y bidireccional de los FL de una capa a la otra.’
La asimetria también est4 regulada por interacciones del citoesqueleto

con ia membrana y por la concentracion intracelular de calcio (Ca++),
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Las anexinas, familia de proteinas sensibles al Ca++, {lamadas
también calelectrinas, calpactin, endonexinas, sinexinas, p70, y
calcimedinas, se unen en forma Ca++ dependiente, tanto a los FL de
membrana como a elementos del citoesqueleto, como la actina.

El aumento de Ca++ intracelular, conduciria a la traslocacién de
la calcimedina, desde el citoplasma a la membrana, alterando la
asimetria®. Los componentes lipidicos de la membrana eritrocitaria se
mueven constantemente.

Los FL exhiben una discreta transicion del estado liquido cristalino
al de gel, dependiente de la longitud y grado de saturacién de sus Aq.}'EI
colesterol tiende a abolir la transicidn creando una condicién intermedia
fluida en la que el extremo proximal de las cadenas esta extend:i'do y
relativamente rigido y el extremo distal desordenado y fluido. |

Muchéé funciones de la membrana eritrocitaria, fundamentalmente
el transport'e, dependen criticamente de la habilidad de la célula de
mantener sus cadenas laterales de AG en estado fluido.

* Protefnas: E! contenido proteico de la membrana eritrocitaria
constituye el 55% de su peso. Segun su grado de asociacién con
la bicapa lipidica, las proteinas se dividen en integrales o
periféricas.

v Las protelnas integrales (integrinas)} penetran la bicapa
lipidica e interaccionan con el centro hidrofébico'®. ‘
La mayoria de elias tiene:
Q Un dominio extracelular, generalmente glicosilado, que en
algunos casos soporta los constituyentes de ciertos grupos

sanguineos.
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QO Un dominio intramembranal, que puede incluir cadenas de
aminoacidos (aa) con multiples ondas, que atraviesan la
membrana eritrocitaria varias veces. Esta regi6n, es
generalmente rica en aa hidrofébicos, que contribuyen al
comportamiento global hidrofébico de la proteina entera.

Q Un dominio citoplasmético de gran importancia estructural,
ya que es el sitio de fijacion del citoesqueleto a la membrana.
-
Las integrinas son: Banda 3, Glicoforinas, Bandg 4.5,
Bomba de sodio (Na+), Bomba de Ca++ DAF, MIRL,: HRL,
._Estor‘n_atina, Polipéptido Rh, Proteina Duffy, Proteina L*, proteina
Kell...

v rLas proteinas periféricas laminan la cara interna de la
membrana eritrocitaria, en forma de malla proteica, compuesta
principaimente por Espectrina, Ankirina, Miosina, Tropomiosina,
Banda 6, Actina y Proteinas 4.1, 42 y 4.9 Constituyen el
citoesqueleto, soporte mecanico de la membrana eritrocitaria™® .

En lafigura 1-1 se presenta un modelo de la membrana del GR.
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FIGURA 1-1

LA MEMBRANA DEL GLOBULO ROJO

Otra clasificacion de las proteinas de membrana es en base a su

intervencion en el mantenimiento de la morfologia celular y en la
capacidad de deformacion de la célula.

* Proteinas transmembranales estan total 6 parcialmente

sumergidas en la doble capa lipidica
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Capitulo 1 La membrana del glébulo rojo.

Tienen un dominio extracelular con grupos carbohidratos, un
dominio intramembranal con péptidos hidrofébicos y un dominio
citoplasmatico que interactia con el citoesqueleto. Banda 3,
ATPasa y Sialoglicoproteinas (SGP) (Glicoforinas GPA, GPB,
GPC, GPD y GPE) son proteinas transmembranales.

* Proteinas del citoesqueleto:
Son proteinas retractiles que conforman la base estructural de la

membrana. Le confieren elasticidad y son responsables de la

morfologia celular y de su deformabilidad; dimeros y tetrameros d
L,
espectrina y actina.

[

* Proteinas de anclaje:
Ligan el citoesqueleto a las proteinas integrales : ankirina-prot.
4-1- 'prot. 4-2.

Cuando existen alteraciones, cuanti o cualitativas, de las
proteinas membranales se modifican las propiedades viscoelasticas de
la membrana, el eritrocito puede cambiar su forma o introducir cambios
en la deformabilidad.

11



Capitulo 1 La membrana del glébulo rojo.

1-1-1. FUNCIONES DE LA MEMBRANA DEL GLOBULO ROJO

La membrana desarrolla mditiples e imbricadas funciones
metabdlicas, hidroelectroliticas y estructurales?®.

1-1-1-1._Funcién en el equilibrio hidroelectrolitico
El GR estd en equilibrioc osmdtico con el medio, pues el agua

puede atravesar libremente la membrana, en respuesta a cambios en la
osmolaridad intra o extracelular. La permeabilidad, para aniongs, es
mayor que para cationes. El cloruro se eguilibra en milisegundos, a
través de la membrana. El principal determinante de la osmolaridad
intraeritrocitaria es la concentracién de solutos, para los que la
membrana es relativamente impermeable: aniones polivalentes y
cationes ,rhonovalentes. Los principales aniones polivalentes son la
hemoglobina (Hb) y el 2-3 DPG. Cuando éstos -disminuyen su carga
anibnica (ej: al desoxigenarse la Hb) ocasionan el ingreso de aniones
monovalentes y agua, con lo que el GR se edematiza. Estas variables
fisiolégicas, bien toleradas por GR normales, pueden acentuar la lisis de
GR con deformabilidad disminuida. Las variaciones del contenido de
cationes monovalentes también se acomparian de movimientos répidos
de aniones monovalentes. _

La funcion de las bombas de Na+ y Ca++, por su parte, requiere
de ATP y de una adecuada fluidez de los lipidos de membrana. La falla
de la bomba de Na+ se caracteriza por ganancia de Na+, aumenta de la
osmolaridad intracelular, entrada de agua y edema del GR.

La exclusion de Ca++ es critica para la célula, pues su elevacion
inicia una variedad de respuestas celulares, que incluye: cambio de
forma con evaginacioén de la membrana y desprendimiento de pequedas

vesiculas.
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Capitulo 1 L.a membrana del glébulo rojo.

Ello implica la fusion entre segmentos opuestos de la membrana,
que puede asociarse a alteraciones locales de la asimetria de FL. Puede
estimular también la protedlisis de la ankirina, de la proteina 4.1 y de ia
banda 3 por accién de la calpaina.

Niveles mayores inducen la absorcion de proteinas
citoplasmaticas a la membrana, y activan la transglutaminasa
citoplasmatica. Este procesc entrecruza irreversiblemente las proteinas
de membrana, {0 que endurece la membrana eritrocitaria y genera
esferoequinocitos, lo que determina la muerte celular por sobrecarga de

Ca++, _ v

1-1-1-2. Comportamiento reolégico

Dentro de los vasos el flujo circulatorio es laminar. Los GR se
desplazan por el eje ceniral de los vasos, a méxima velocidad y menor
viscosidad y el resto de l0s componentes lo hace en capas periféricas
(Efecto Fahraeus-Lindqvist).

Se denomina viscosidad a la resistencia intrinseca de un liquido a
circular, y esta relacionada con la friccion entre las capas adyacentes
que se mueven a distintas velocidades. La tension de cizallamiento
(shear stress) es necesaria para vencer esa friccion e iniciar el
movimiento {flujo). La velocidad de corte (shear rate) es la diferencia de
velocidad entre capas contiguas. La viscosidad resulta del cociente entre
la tensién de cizallamiento y fa velocidad de corte.

La bicapa lipidica confiere al GR las propiedades viscosas y el
citoesqueleto aporta resistencia mecanica y elasticidad. Por su parte, las
SGP soportan las cargas electronegativas, e inducen la repuision
electrostatica intereritrocitaria.

13



Capitulo 1 La membrana del glébulo rojo.

Ei mantenimiento de la organizacién fosfolipidica, durante la
marcada deformabilidad por deslizamiento y durante la movilidad en
‘tank treading” (rueda de tanque) de la membrana, es atribuibie
predominantemente al efecto estabilizador pasivo de las proteinas de
membrana, lo que fortalece el concepto de unidad estructural de
membrana caracterizada por una intima asociacion entre lipidos y
proteinas'®. En cualquier condicién de circulacion, arterial, venosa o
capilar, el eritrocito sometido a las tensiones cortantes del flujo, se
deforma de manera de ofrecer la menor resistencia hidrodinamica, al
tiempo que su membrana adopta un movimiento de rotacién sobtesi
misma como [o hace la oruga de un tanque. A este movimients, que
reduce la viscosidad de la sangre, se lo denomind “tank - treading
motion™!. -

E! adecuado comportamiento reclégico de los eritrocitos depende,
entonces, del correcto funcionamiento de cada uno de sus componentes
y de todos ellos en conjunto.

1-1-1-3. Funciones estructurales

Ei control de 1a forma del GR es un complejo procedimiento en el
que intervienen, activa o pasivamente, la mayoria de los componentes
de la membrana eritrocitaria.

Los GR recuperan rapidamente su forma basal cuando son
sometidos a una deformacion transitoria; pero si ésta se mantiene por un
tiempo la deformacibn por mayor tiempo; esto se deberia al
realineamiento de las interacciones dindmicas del esqueleto  en
respuesta a la fuerza de distorsién. El citoesqueleto provee estabilidad a
la membrana y se lo considera el mayor determinante de la forma,
deformabilidad e integridad estructural.

14



Capitulo 1 La membrana del giébulo rojo.

Su capacidad resistente estabiliza Ia bicapa lipidica contra
distorsiones y su elasticidad ayuda a restableéer, rapidamente, la forma
celular. Ademas, restrihge la movilidad iateral de algunas de las
proteinas integrales de membrana, para proveer una distribuciéon
homogénea de las mismas, evitando zonas desnudas de proteinas, que
de esa manera podrian fusionarse con muchas de las demas céluias, con
las que el GR contacta durante su vida.

La adecuada composicién lipidica de la membrana, también es
fundamental para el mantenimiento de la forma. Un elemento capital es
la asimetria fosfolipidica; un desbalance causa bucles hacia afue}a
(equinocito), si se intercala una molécula anfipatica en la cara exierna o
hacia adentro (estomatocito), si un FL catidnico se incorpora a la capa
interna!2.

El papel de las proteinas integrales de membrana es esencial en
el mantenimiento del volumen y del estado de hidratacién de la céiula.

15



Capitulo 1 La membrana de| glébulo rojo.

1-1-1-4. Funcién de soporte: los antigenos de membrana

La siguiente figura, presenta un modelo de la membrana del
gldbulo rojo, donde se ubican algunos antigenos de distintos grupos
sanguineos, en distintas estructuras de este modelo de membrana
biolégica.

Fy (Fy*® Agns)

« P, vi
, Band 3 (Di Agns) e CD44
& Wr Agns (€ GPA) +«MCP-1 (In®> AnWj Agns)
CD55 (Cr Agns) 4 M CRANTES “HA
< E. coli 4 < Poliovirus
< EchoVirus '

re H, influenzae

.) g \ )

v
: ' 1-..-'\“‘“5 9

'\_'>-k..,.a

Band 3

Rh Complex
D Protein
Ce.Ee protein
Rh50
CD47
HW
7GFB

Figura 1-1-1-4 Modelo de s membrana enfrocitana. Vanas proleinas de membrana sirven de receplores para
moléculas y organismos infectantes.

De esta manera, las proteinas de membrana del GR sirven de
receptores para motéculas y organismos infectantes. También se
observa, como algunas proteinas forman complejos heteronumeéricos en
la misma.

En algunos casos el componente de membrana relacionado, estd
profundamente estudiado y reconocido, como asi también la naturaleza
quimica de los antigenos. En otros casos, a pesar de los recientes
avances en el conocimiento de los componentes de membrana
relacionados, queda aun mucho por dilucidar.
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Capitulo 1 La membrana del glébulo rojo.

1-1-2 GRUPQS SANGUINEOS .
RELACION ESTRUCTURA - EUNCION. 13-14-15-16-17-18.

Los antigenos de grupos sanguineos no representan una entidad
biolégica homogénea, porque son muy diferentes a nivel de su quimica y
de sus soportes moleculares.

Sobre la base del conocimiento estructural actual, esas
estructuras pueden ser clasificadas en cinco grupos:

1) Receptores y Ligandos v
2) Moléculas de adhesion

3) Transportadores y canales
4) Enzimas

5) Proteinas estructurales.

Clasificacién funcional de los principales genes de grupos sanguineos

Ciase molecular Proteina o Lipido Cromosoma Funcién biolégica
Transportador o canal Banda 3 1721 Intercambiador de aniones
AQP-1 p14 Canal de hidrogeno
Kidd 17q11-q12 Transporiador de urea
Rh 1p34-p38 Transportador
Kx Xp21.1 : Transportador
Receptor DARC 1922923 R P. vivax y citoquinas
CR1 12 R. P. fakciparum C3b, cdb
GPAI 4q28-931 R. P. falciparum /
bacterias / virus
DAF 132 R. E. Coll / erterovirus
Globdeido - 2q1 t-gter R. Parvovirus B 19
Adhesién D44 11p13 Ligando: hislurénico
ICAM-4 189p13-cen Ligando: LFA-1, MAC-1
LWB-CAM 19q12-q13 Ligando: laminina
Xga Xp22-p32 Ligando
Enzims Glicosiltransferasa Sq34-34.2 3-D-GaiNAc / Gal -
transferasa
Ibid 19q13 2a-L-
fucositransierasa{FUT 1)
Ibid 19q13 2-8Ll-
fucositransferasa(FUT 2)
Cartwright 1913 Ja-L-
fucositransferasa(FUT 3)
Kell q221-q223 Aceticolinesterasa
Tq32.438 Metaloproteinasa a zinc
Estructura GPC/D 2q14-q21 Propiedades
mecénicas/eldsticas de Iz
membrana
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Figura 1-1-2-1- Representacién esquemdtica de las proteinas de la membrana
erfrocitaria con funciones de adhesion (CD44, LW, LU), receptores de
microorganismos (banda 3, GPA, CR1, CD44, DAF, Fy) y de ligandos (Fy).

7} Receptores y Ligandos. Son los componentes de la
membrana - capaces de fijar bacterias y sus toxinas, virus, parasitos y
proteinas exdégenas?®, como se representa en la figura 1-1-2-1-.
Comprende las proteinas de grupe sanguineo Duffy{Fy) recientemente
reconocida como receptor de quimoquing, que se une a los péptidos
proinflamatorios y pueden estar implicados en el “clearance” de los
mismos, fuera de la circulacién sanguinea. La glicoforina A, soporte de
los antigenos de grupo sanguineo MN? | representa el principal ligando
de ciertos tipos de Plasmodium, y es portadora de la carga neta negativa
de membrana, que juega un rol importante en la agregacion celular. El

Le(b) es et principal ligando del Helicobacter pylori.
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Capitulo 1 l.a membrana del gt6bulo rojo.

2} Moléculas de adhesién. Comprende el CD44, portador de los
grupos sanguineos Indian y An Wj. El CD44 es una glicoproteina
transmembranal, que esta implicada en la adhesién celular y es
funcionalmente idéntica a los receptores de hialuronato. La glicoproteina
Lu y B-CAM (molécula basal de adhesion celular) pertenecen a la
superfamilia de las inmunoglobulinas y ejercen su accién en Ia
interaccién célula - céluia? .

3) Transportadores y canales : Vil

-Banda 3 y Sistema Diego, ambos implicados en el envejecjmiento
celular y la patogénesis del paludismo. !

-Ef canal hidrico y el sistema Colton, implicados en el mecanismo
de ent'radé»y salida de agua de las células.

-El transportador de urea, e! sistema Kidd y

-ngs transportadores potenciales o proteinas Rh y Kx cuyo papel
no estan aun formalmente definidos.

4) Enzimas : Los productos primarios de los -genes de grupos
sanguineos ABO, H, Se y Le son glicosiltranferasas responsables de la
sintesis de antigenos glusidicos ABO, Hh, Lewis -y Secretor. En la
membrana de los eritrocitos una sola proteina expresa un antigeno de
grupo sanguineo que posee una funcién enzimatica bien caracterizada:
ésta es la acetilcolinesterasa que lleva los antigenos Cartwright y que
esta implicada en la transmision colinérgica del influjo nervioso.

La proteina Kell podria ser definida como una metaloproteinasa
capaz de fijar zinc. Estas enzimas clivan los péptidos implicédos en los
procesos fisiolégicos del dolor, de la presion arterial, de la respuesta
inflamatoria. Pero se ignora todavia, si la proteina Kell posee una
actividad catalitica. Su sustrato potencial no ha sido, aun, identificado.
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Capitulo 1 La membrana del glébuio rojo.

5) Proteinas estructurales: Son las proteinas que contribuyen a
la estabilizacion de la arquitectura membranal como Ia banda 3 y la
Proteina Rh. La GPA contribuiria a la rigidez membranal, mientras que
las GPC y GPD, parecen jugar un papel en la elasticidad y
deformabilidad de los eritrocitos. Numerosos estudios, ponen en
evidencia la contribucién esencial de estas proteinas de estructura, en

las propiedades mecanicas de la membrana eritrocitaria®’ .
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Capitulo 1 Sistema MNSs

. Sistemas de Grupos Sanguineos elegidos para el
desarrollo de esta Tesis:

v Sistema MNSs

v Sistema Lutheran
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Capitulo 1 Sisterna MNSs

1-2- SISTEMA MNSs:

1-2-1 Sialoglicoproteinas

Llamadas también glicoforinas son glicoproteinas ricas en acido
sidlico (acido N-acetil-neuraminico=NeuNAc). El NeuNAc de las GP es el
principal determinante de la carga negativa de ia superficie del GR La
repulsion electrostatica resuitante de estas cargas, reduce la agregacnén
eritrocitaria.

1-2-1-1- Funcién

Se supone que la funcion de las GP, es la de llevar Hidratos de
Carbono que atraen agua hacia la membrana eritrocitaria, para
protegerla de ios golpes que recibe durante la circulacién® y para
prevenir la adhesién de las células entre si.®*. Se las considerd como
posibles conductoras de sefiales transmembranales, pues al unirse a
anticuerpos especificos en su porcién externa, la fase interna se une al
citoesqueleto alterando su deformabilidad. | '

Son potentes inhibidores de la hemaglutinacion por virus de la
influenza, receptores para la invasién de merozoitos de Plasmodium
falciparum y podrian ser el sitio de union de . algunas cepas de
Escherichia coli, con propiedades adherentes2+2. |
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Capitulo 1 Sisterna MNSs

Los alelos Sy s estan intimamente ligados a M y N. Es posible
cualquier combinacion de M 6 N con S 6 con s, la que se transmite, sin
modificacién, de generacion en generacion.

1-2-1-2- Ubicacién®-2"

Las GP son proteinas- integrales transmembranales. Estas
proteinas penetran la bicapa lipidica e interaccionan con el centro
hidrofébico. La mayoria tiene un- dominio extracelular generaimgnte
glicosilado que en algunos casos sustenta los constituyentes de ciertos
grupos sangujneos; un dominio intramembranoso rico en aa hidrofébicas,
que contribtiyen al comportamiento global hidrofébico de la proteina
entera; y un dominio citoplasmatico, de gran importancia estructural, ya
que es el si_tio de fijacion del citoesqueleto a ia membrana.

La membrana de! gidbulo rojo contiene 5 tipos de GP: GPA-
GPB- GPC- GPD y GPEZ,

Las GPA y GPB son altamente glicosiladas, codificadas en el
cromosoma 4 por genes homélogos y cercanos2-0-37.

La GPA lleva la especificidad M y N en su porcion N-terminal.

M aa N° 4 Ser aa N°5 Gly

N aa N°1 Leu aa N° 5 GLu

Aunque para un buen reconocimiento del anticuerpo debe
también existir una glicosilacion apropiada dei aa 2 al 4.

La GPB lleva la especificidad S y s, relacionada con el aa 29,

metionina en S y treonina en s.
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Las GP juegan un papel estructural en la preservacién de la forma
del GR. Esto est4 ligado a la gran cantidad de 4cido sialico (AS) que
contienen, el que confiere al eritrocito, una carga negativa fuerte que
tiende a separarlos. Ellas también sirven como ligandos para virus,
bacterias y parasitos. Las GP son detectadas por la coloracion de acido
peryodico de Schiff (PAS), luego de la separacién de membranas
eritrocitarias, con electroforesis en gel de sulfato - dodecyl sddico
poliacrilamina (SDS-PAGE). Estas proteinas representan alrededor del
2% del total de proteinas de la membrana eritrocitaria, y sus propiedéﬂés
figuran en la tabla (1-2-1). Las GPA y GPB representan el 85% y e™0%,
respectivamente, del material PAS positivo de la membrana eritrocitaria.
mientras que GPC y GPD representan sélo el 4% y el 1%. La GPE es
indetectable por este método. Este dato se correlaciona con el numero
de copias de cada glicoproteina que ostenta rangos, de contenido por
célula de 10°¢ para -GPA,I 1x10° para GPB, 0.5x10° a 1x10° para
GPC y 2x10* para GPD. Esto puede ser comparado con las 1x10°
copias para banda 3 y 5x10%, 4x10%, 1x10° y 2x10° copias por célula
para las proteinas del citoesqueleto, actina, espectrina, ankirina y
proteina 4.1, respectivamente®-32-%.  Las GP de membrana también
difieren en su masa molecular, aparente estimada sobre SDS gel, por la
composicién de sus cadenas carbohidratadas y su extractibilidad con
detergentes no ionicos, como Triton X-100. Estas molécuias son
portadoras de antigenos de grupo sanguineo, como: MN para GPA, Ss
para GPB y Gerbich (Ge) para GPC y GPD3¥*34-4-4%  Mychas
variantes de estos antigenos son reconocidas como. significativas en
medicina tranfusional {Tabla 1-2-2). |

24



Capitulo 1 Sistema MNSs

Tabla 1-2-1 Nomenclgtura y propiedades de las Giicoforinas de membrana del GR

Propicdades GPA GPB GPC GPD GPE
Sinonimias PAS-I PAS-3 PAS-2
MN SGP Sz SGP Comp D CompE
GP a GPd GPb Gpe
Antigeno de '
EFupo sanguinco MN Ss Geld Ge:2.3.4 M
Material PAS- positive
(%) 85 10 4 1 no detectable
Masa molecular aparemte
(kd) k2 20 32 2 17
Copias por célula
(x103) 500 a 900 1002300 50 a 10O 20 7
Cadena polipeptida (res) 131 72 128 167 59
Cadena azicar O-linked 15 11 12 6 L
Cadma aziicar N-linked ) 0 1 0 b
hd
.
Tabls 1-2-2. £ sistema de grupo sanguineo MNSs
Reacciones con anti Frecuencia(%a)
M N 8 s U Fenotipo Biancos Negros
+ 0 MM 28 26
+ + MN 30 44
Lo T NN 22 30
+ o+ S8 11 3
+ + 4 Ss 44 28
0o + + 85 45 69
o 0 90 SS 0 raro
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1-2-2 Glicoforina A'' 4
En la figura 1-2 se representa la GPA.

Oligosaccharide \L t L L

L Ala Met His The Thr Thr b L

*HaN Leu 'l'hr - 10 Ser L

Ser

; “'!"’;, 3

Thr Asp A9 ; Yoo L Ser
Ser

Thr  Gin
Ser L
w e Tyr Ser >
Ala 20
Als Giu lle Ser Val Arg Thr yy .
mﬁomﬂl Mis Glu Val Ser o . Tyr
40 » Pro
Pro
SRES A6 Gy he g, Gl O
FCY ™o~
C Leu Gi
He
ne M
Phe Glu
Gly pPro
) v.'o' Glu- *His
Ala 70
Gly ,S"I'TJ
Bila J
yer 1 eV
Gly
Thr
lle
Leu
Leu 90
e
Ser
T
&5&%&" :
AL el _A_
Cytosol + +
Pro Ser LVS Lys Afg Arg
Ser 100 Leu
Asp lle
Val
Lys
Val Pro Leu Sgr
Pro Leu Pro Ser Pro Asp Thr Asp ‘s;‘;\ul
110 Giu
Asp Ser Ty lle
ooc- Gin 439 S pro Asn Glu

FIGURA 1-2. GLICOFORINA A

26



Capitulo 1 ' Sistema MNSs

La GPA es el paradigma de las proteinas integrales de membrana.
Es ta mayor SGP; aporta cerca del 60% del NeuNAc de la membrana
normal, y constituye cerca del 1,6% de la masa de la membrana
ertrocitaria®' .

Los 131 aa que componen la molécula de GPA se deviden en tres
dominios:

- Dominio receptor o externo: a partir del extremo N - terminal
(aa 1 a 61); es muy polar y se localiza en la cara externa de la membrana
eritrocitaria. Contiene una gran cantidad de HC (cerca del 60% de su
masa); divididos "en 16 unidades: 15 tetrasacaridos en unidn
O-glicosidica, con residuos serina o treonina y 1 lactosaminoglicano en
unidén N-glicosidica con asparagina-26. Esta parte de la molécula
contiene los grupos antigénicos M,N y Wright?®; tiene sitios de unién para
lectinas como la fitohemaglutinina y la aglutinina de germen de trigo que
se definen en los criptoantigenos de poliaglutinidad; receptores labiles a
proteasa de ciertos autoanticuerpos frios, asi como receptores para una
variedad de virus.

En el extremo distal de este dominio, los aa 1 y 5 son variables, y
contribuyen, junto con los residuos de NeuNAc de los tetrasacéridos
adyacentes, a determinar los grupos antigénicos MN.

El antigeno Wright’, de alta frecuencia, se localiza en |a parte
proximal de este dominio. Pero su epitope parece involucrar tanto a la
GPA como a la banda 3, sugiriendo que ambas proteinas estan
intimamente relacionadas en la membrana eritrocitaria®.
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Capituio 1 Sistema MNSs

-Dominio intramembranoso (aa 62 a 95). Es muy hidrofébico y
se extenderia a través de la membrana como una hélice Unica. Este
dominio se une a FL .

- Dominio intracitoplasmético (aa 96 a 131; hasta su extremo C-
terminal). También es muy polar. su funcién es incierta pero un
agrupamiento de aa basicos (aa 96-101) seria importante en la
interaccion con FL ani6nicos (PG ¢ PI).

LA

La GPA existe probablemente como un dimero en la membrana,
asociada no-covalentemente en su dominio intramembranoso! Su
interaccion dimérica es fuerte y dificil de disociar. La GPA esta
restringida a la linea eritroidea, de la que constituye un marcador
especifico. El grado de O-glicosilacién y la madurez de los
oligosacaridos aumentan durante la diferenciacion del GR.
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1-2-3 Glicoforina B*’

La GPB no esta tan bien caracterizada como la GPA. Careceria de
segmento intracitoplasmatico, resultando mas corta. Vehiculiza la
actividad U, “N" y los antigenos S y s. El extremo C-terminal estaria
embebido en [a membrana lipidica.

La composicién aminoterminal de la GPB es idéntica, en su
secuencia aminoacida, a la GPA y al antigeno N, hasta el aa 26, que
carece del complejo lactosaminoglicano. Esta identidad explica la
presencia de un antigeno similar a N, “N criptico” o “N intrinseco”, &n
casi todos los eritrocitos, independientemente de su tipo MN. tos
residuos 27-35 son semejantes a los residuos 56-64 de la GPA, y'los
residuos 46-71, a los 75-100 de la GPA. La porcién hidrofébica
(residuos 36-66) es mucho mas larga que en otras glicoforinas.

1-2-4 Bioquimica del MNSs:4—

La GPA es portadora de los antigenos M y N. Estos antigenos
dependen de un par de polimorfismos en el primer y quinto aminoacido
del GPA , como se muestra en la siguiente tabla:

aminoacido | 1 2 3 4 5 6 7 ' 8
tipo M Ser | Ser [Thr |Thr {Gly |Val | Ala | Met
fipo N Leu [Ser |Thr | Thr [Glu |Val |Ala Met

El antigeno N se produce por una via bioquimica, muy compleja,

y luego lo hace el antigeno M.
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La GPB tiene actividad antigénica ‘N, pero no M. La GPB también

expresa los antigenos S, y 8 que tiene una sustitucion de aminoacido
residuo 29 (Met por S ).

aminoacido | 1 2 3 4 5 6 7 8
tipo ‘N’ Leu | Ser [ Thr |Thr | Glu [Vval | Ala | Met

Los alelos S y s estas intimamente ligados aM y N.

Ambas GP son codificadas por separado, pero por genes muy
ligados. : Ly

1-2-5 Fenotipos nulos ©-4-46-49-%.

Dentro del sistema MNSs, han sido descriptos fenotipos nulos.
Las personas cuyas células carecen de GPA pero expresan GPB son
designadas En(a-).

El fenotipo En(a-) es extremadamente raro, entre las variantes
geneticas asociadas con el sistema de grupo sanguineo MNSs. Fue
dascripto por primera vez en 1965 por Darnborough®’. Estad bien
establecido que, los GR En(a-), carecen de la mayor SGP, la GPA, la
cual conlleva las determinantes del grupo sanguinec MN. La membrana
de las células En(a-) contienen cantidades considerablemente menores
de AS. ¥,

Los antigenos reconocidos por el suero anti-En(a-) son
clasificados en tres tipos: En(a-)FR, En(a-)FS y En(a-)TS. Sobre células
intactas la tripsina cliva en la posicién de los residuos aa 30 y 38,
mientras que la ficina lo hace en la posicion de! residuo aa 56. La
proteina entra en la membrana en el residuo aa 70.
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Capitulo 1 Sistema MNSs

Los tres epitopes pueden ser definidos por su resistencia a la
degradacién a la tripsina 'y a la ficina*®. El En(a-)TS reside en la parte
clivada por tripsina (entre los residuos 26 y 39). El En(a-)FS esta
localizado entre los sitios de clivaje de la tripsina y la ficina y el En(a—)FR
reside entre el sitio de clivaje de ficina (y la papaina) y el punto en el cual

la proteina entra en la membrana. (Esquema 1-2)

(58) 39 (26) \y
~ En(a)FS NH2 i

En(a-)TS

FICINA
TRIPSINA

Esquema 1-2. En(a) y sitios de clivaje de enzimas proteoliticas.

1-2-6- Papel fisiol6gico de las glicoforinas

Las GPA y GPB parecen tener significativas interacciones con
otras estructuras de membrana. La GPA interacciona con componentes
del citoesqueleto y con banda 3y esta interaccion es suficiente para la
expresion del antigeno  Wright (Wr)

La GPB interactia con el complejo Rh.

La GPA y GPB proveen la carga negativa superficial de los GR,
debido a la gran cantidad de AS que contienen.

Ambas  GP estan fuertemente glicosiladas, con numerosos
O-glicanos, los mas predominantes son: disialotetrasacaridos en un 75%,

17% monosialotrisacaridos, y 5% trisialopentasacaridos.
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Las funciones de las GPA y GPB no son muy claras, pero hay
ejemplos de microorganismos, que utilizan el acido sialico asociado con
estas sialoglicoproteinas, como receptores in vitro?***"  Influenza
virus, Encephalomyeloma virus, artho-paramyxovirus-reovirus-piconavirus
y Escherichia coli 1H11165, se unen a GPA. Variantes genéticas,
carentes de GPA y/o GPB, son refractarias a la invasiéon por Plasmodium
falciparum, y esto evidencia que la interaccion del parasito malario con
estas células, es a través de O-glicanos de las GP, porque algunas
cepas de Plasmodium falciparum no invaden eritrocitos Tn%. Los GR'Tn
tienen una deficiencia de AS y galactosa, en los O-glicanos de las GP.

La GPA facilitaria el transito de la Banda 3 por el Golgi, tendria
una accién inhibitoria de la lisis del complemento, por bloguear la
formacioén, o fijandose sobre el complejo de ataque.

La GPB interactua con el complejo Rh. La GPB facilita el transito

de la glicoproteina Rh50, a través del reticulo endopiasmatico.

™)
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1- 3- SISTEMA LUTHERAN:

1-3-1 Antigenos proteicos requlados por In{Lu}52-53-5+5.

El sistema Lutheran fue descubierto por Caliender y col. en 1946.

El sistema consta de 18 Ag Lutheran relaciohados(-Tabla 1-3-1).
Los dos primeros antigenos que se descubrieron fueron Lu(a) de
- frecuencia baja (0.005) y Lu(b) de frecuencia aita (0.94), como se

muestra en la tabla 1-3-1 y dependen de un par de alelos codominan‘es

e

del cromosoma 19.

R

Table 1-3-1- Antigenos en el sistema de Grupo Sanguineo Lutheran,

Simbolo tradicional Simbolo alfanumérico Frecuendia
Lu(a) - Lu{ 1) baja
Lub) - Lu( 2) ahta
Mull Lu( 9) baja
Jan " Lut 6) alta
Hof Lu(l4) baja
MT. Lug 8) alta
Aufa) Lu(18) alta
Auib)y Lu(1%) baja

Luego del Sistema RH y Kell, es el Sistema que presenta mas
grupos de antigenos.

Los -designados como Ag Lu han demostrado claramente estar
ligados a la expresion de otros Ag Lu. Los Ag “para Lu” son aquellos Ag
que son suprimidos por el gen de regulacidn In{Lu), pero que no estan
ligados al locus Lutheran®-%. o

Ei gen Lu, se halla tigado a los locus de: C3, LDL-R{receptor de
lipoproteinas de baja densidad), LW(grupo sanguineo) y APQ2
(apolipoproteina C-ll}. El gen Lu se transcribe en numerosos tejidos:
corazbn, rifidn, placenta, higado, cerebro, pero los mecanismos- para

expresarse son diferentes en los distintos tejidos.
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Los anticuerpos a antigenos Lu raramente causan destruccion
acelerada de GR , y cuando ocurre, la hemdlisis es relativamente baja.

Los antigenos Lu estan poco desarrollados en GR fetales, por lo
cual es poco comun la enfermedad hemolitica del recién nacido a
anticuerpos Lu. Los antigenos Lu aparecen, durante el desarrollo del
recién nacido, sobre residuos no determinados3?.

La digestion de membranas eritrocitarias con endoglicosidasa F y
sialidasa, muestran que estas enzimas cambian la migracién de la
proteina Lu en gel de poliacliamida (SDS), demostrando la presenEia de
grupos N- y O- oligosacdridos unidos. La proteina Lu no parece

interaccionar significativamente con el citoesqueleto del GR.

1-3-2-_El fenotipo Lu {a-b-)

Puede resuitar de la presencia homocigota de un gen Lu "mudo”
(X82) localizado en el Cr X 6 por un gen supresor dominante in (Lu)*
que afecta la expresion de todos los genes del locus Lu- (tabla 1-3). Se
ha comprobado que este inhibidor no radica en el locus Lu y también
inhibe los antigenos: P1, i, CD44 (In, AnWj), Mer2, Knops y McCoy. A
este inhibidor se lo denomina In{Lu) y se encuentra en un cromosoma
autosomico. La incidencia de este gen es alta (1 en 3000). Se ha
demostrado que las personas con fenotipo In{Lu) tienen 500 sitios
antigénicos por célula, comparado a los 2000-3000 sitios en individuos

normales.
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Los eritrocitos In{Lu) Lu(a-b-) presentan. anormalidades
morfoldgicas (acantocitos, algunos poiquilocitos) vy fisiologicas (una
disminucion de la fragilidad osmoética). 7.

Ganatigro Fenotipo anti=l uth adsorbido v cluido Expresion de ntrox Ag
LuLu recesive Fu(a-b-) Mo no afectado

In{Lu) dominante Lu(a-b-) Si P reducido, AnWj e Inb
X ligado recesivo Lu(a-b-) ) AnWj e Inb no afeciado,

1-3-3- Bioquimica de los antigenos Lu:

Los antigenos Lu(a) y Lu(b) son transportados por dos
glicoproteinas de 78 y 85 KDa respectivamente’. Estas dos
glicoproteinas estan estrechamente relacionadas por puentes disulfuro
entre cadenas. La diferencia antigénica entre Lu(a) y Lu(b) es una
pequena variacion en la secuencia de aminoacidos™.

En 1994 (Pearson et al. 1994) “se estudi6 el ADNc, que codifica
la glicoproteina Lutheran: ésta contiene 597 aa, tiene un dominio
intracitoplamatico en el que se encuentra un grupo SH2 implicado en la
interaccion proteina-proteina en el reconacimiento celular, una region
transmembranal de solo 20 residuos aa Y un largo dominio extracelular
con cinco sitios de N-glicosilacién.
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La glicoproteina Lutheran tiene dos paticularidades:

v Pertenece a la Superfamilia de Inmunoglobulinas: La proteina Lu
posee cinco dominios de la superfamilia de Ig.

v Es homdloga a un Ag de superficie de células cancerosas: B-CAM
(Molécula de adhesidn basal), ésta Uitima representa la forma
recortada con 40 aa menos en el dominio C-terminal.

' 1-3_-4.- Funcién

Al" tener dominios Ig-ike se deduciria una funcion de
reconocimiento por lo que se supone que existe un ligando para la
proteina Lu y esta proteina podria estar implicada en los fendmenos de
interaccion celular, quizas como molécuia de adhesion 4169

La expresion de los antigenos Lu puede ser suprimida por la
presencia del gen In(Lu) %% Este gen fue descripto como la causa del
fenotipo Lu(a-b-) y es autosdmico dominante, Es el Unico gen
relacionado a Sistemas de Grupos Sanguineos con un rol inhibiiorio
dominante. Ei alelo normal del In(Lu) ha sido designado in(Lu). EI‘:In(Lu)
afecta la expresion de antigenos, genética y bioquimicamente no
relacionados a los antigenos Lu. Esto incluye al antigeno polisacarido P
e i, al antigeno proteico Ina/Inb (el cual reside sobre la molécula de
CD44) y el antigeno AnWj (el cual une al Haemdéfilus influenzae) -5 .

El gen In(Lu) también afecta la expresiéon de los antigenos
Knops/Mac Coy.
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La proteina de membrana, ahora llamada CD44(Fig.1-3-1), fue la

primera proteina conocida, regulada por el In(Lu).

N (arg proy
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Figura 1-3-1- Representacion esquematica del CD44 y la localizacién de los antigenos In
y AnWj. El segmento N-terminal del CD44 contiene al epitope In que es altamente
homélogo a otra proteina unida a cartilago.
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1-3-5- Antigenos no Lu afectados por el gen Lu: CD44

La glicoproteina CD44 esta ampliamente expresada en muchos
tejidos humanos. EI CD44 de eritrocito ha sido primeramente descripto
en 1983 por Telen y Col., quienes demostraron, que esta  relacionado a
In(Lu)p80. La expresion del CD44 esié claramente regulada por ei gen
In(Lu) 52-61 |

1-3-5-1- Bioquimica del CD44. bt

'El CD44 es una proteina de 341 aa, es homdloga a proteinas
unidas a cartilago y pertenece a una familia de multigenes, resultando
varias formas empalmadas de CD44, de distintos grados de
diferenciacién, activacién y transformacion’’ .

Los -eritrocitos al igual que los leucocitos expresan el recaptor
para hialuronato: CD44. |

Esta proteina tiene muitiples funciones bioldgicas : .

Interviene en el mecanismo de adhesién celular, la recirculacion y
el *homing” de los linfocitos, en activacién leucocitaria y metéstasis de
tumor, como progenitor en las interacciones células-ECM (moléculas de
adhesion celular) durante la eritropoyesis.

La molécula de CD44 es una molécula de adhesion, capaz de unir
componentes de la matriz extracelular, hialuronato, fibronectina, heparin
sulfato y colageno tipo | y VIS8-82 _

Algunos grupos sanguineos se asocian con la molécula CD44
(Ina, Inb, AnWy.).*>*7  Comprende un dominio intracitopfasmatico de 72

aa y uno extracitoplasmatico de 248 aa.

38



Capitulo 1 Sistema Lutheran

El dominio extracelular esta dividido en dos partes:

1° parte;
A Situada en el extremo N-terminal con 135 aa, andloga a la
proteina de unién al cartilago, es una estructura globular

mantenida pbr puentes disulfuro.
B. Contiene al receptor de hialuronato (38 al 46 aa).

C. Contiene una segunda region (150 al 162 aa) también importante

en la unién con hialuronato.

Ei polimorfismo de los antigenos de grupos sanguineos Ina e Inb
resulta del cambio pro-arg en posicion 46 en el primer sitio de unién con

el hialuronato.

2° parte:

Situada junto a la membrana contiene una regidn rica en ser y treo
(sitios ‘de N-giicosilacion) y es donde se situan las variaciones
especificas para la CD44E (epitelial) y ia CD44M (forma tumoral).

El antigeno AnWj dependeria del dominio ceréano a la membrana.

1-3-5-2- AnWj

El antigeno AnWj es también afectado por el gen In{Lu). Este
antigeno sirve de receptor del Haemdfilus influenzae * .

Presenta diferencias con el antigeno In . Ei AnWj es resistente al
clivaje proteolitico, con una variedad de enzimas que inhiben la actividad

det antigeno In.

X
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También, las células de corddén expresan ios antigenos In, pero
no los antigenos AnWj sugiriendo que los antigenos son expresados de
manera muy rapida, haciende que los giébulos rojos circulantes pasen
de An- a An+ en pocos dias®*% Esto es posible solamente, si el
antigeno es “manufacturadc” sobre la superficie celular, sobre un
sustrato previo, existente en las células en circulaciéon, o puede ser
absorbido desde el plasma. Debe aun determinarse, si el antigeno AnWj
es expresado solamente por un‘pequeﬁo subset de moléculas de CD44,
o si la expresién del AnWj requiere la coexpresidon de una seguhda
molécula. : -

[

1-3-6- Futuras direcciones

Dada la importancia histérica del sistema del Grupo Sanguineo
Lutheran y de sus genes reguladores, debe aun delinearse la funcion de
las proteina Lutheran y el mecanismo de accidbn de sus genes
reguiadores. |

Hace pocos afos las moléculas de adhesion celular (CAM)
involucradas en la adhesion eritrocitos-endotelio no estaban bien
descriptas. Ahora se sabe que el CD44 interviene en este proceso.

Experiencias in vitro demostraban que los eritrocitos de pacientes
diabéticos (DBT) presentaban una mayor tendencia a adherirse a
células endoteliales de cordén umbilical lo cual estaria relacionado con
la severidad de las complicaciones vasculares. Productos finales de
glicosilacion avanzada (AGE proteinas) interaccionan con el endotelio y
perturban la funcién celular endotelial. La anormal glicosilacion de las
proteinas de la membrana del GR conduce a la formacion de AGE sobre
la membrana eritrocitaria, la cual media la interaccion con i0s receptores

de AGE (RAGE), presentes en las células endoteliales.
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La interaccién AGE-cél endotelial da como resultado un aumento
de la permeabilidad de la monocapa, representada por la formacidn de
aberturas, lo cual provee una via de escape de moléculas

intravasculares hacia el interior de ia pared dei vaso®,
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2- ADHESION ERITROCITARIA

Las interacciones entre células de la sangre ocurren tanto en
condiciones normales como en patologicas.

La agrégacién de GR y Plaquetas (Pq), |a adhesién de GR, Pqy
leucocitos (L) y la hemaglutinaciéon son ejemplos de interacciones entre
células sanguineas. La agrégacién eritrocitaria es un parametro
fundamental en la reologia sanguinea. Un gran nimero de parémett'(bs
controlan la agregacion (shear rate focal, propiedades fisicoquimicas de!
medio de suspension, hematocrito, propiedades mecénicas de !o; GR,
entre btras)._ Una excesiva agregacion determina la formaciéh de
agregados pétolégicosm.

Es importante definir, el témino agregacién y distinguirlo del
término aglutinacién, ya que muchas veces son equivocadamente
intercambiados

La agregacién puede ser definida como la adhesion intercelular
de caracteristica reversible, en tanto que, la aglutinacién es fa
adhesion intercelular de caracteristica irreversible. Entre ambas, puede
establecerse una diferencia mas cuantitativa, relacionandela con la
energife_a- disipada durante el proceso de adhesion, que es mayor en el

caso de la aglutinacién, A. L.Copley®.

AGREGACION: adhesion celutar reversible.

AGLUTINACION: adhesion celular irreversible.
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Esquema 2-1.Agrupamiento intravascular de elementos figurados.

HEMATIES HEMATIES
(reversibley T 3 (rreversibie)
“ROULEAUX” PEQUEI:IOS AGLUTINADOS
treversible) 1N INMUNOLOGICO O NO INMUNOLOGICO . (irraversibiey
REDES MACROAGLUTINADOS

En genéral los agregados, estructuras normales en individubg
sanos, comienzan con la forma de “rouleaux” (apilamiento de discocios
bicéncavoé) que, al enlazarse lateralmente, se convierten en redes
filamentosas mas o menos reticuladas. Este tipo de agregados puede
aparecer fisiolégicamente, y segun Fahraeus, pueden llegar a facilitar el
flujo sanguineo. La formacidn de “clusters” (agrupamiento de hematies
adheridos . desordenadamente, adoptande formas irregulares,
esferoidales e irfeversib!es), pueden ser encontrado en muchas
enfermedades. La forma irregular, de los agregados, refleja una
anormal interaccion céluta-célula.

Por el contrario, los aglutinados adoptan formas esferoidalies o
planas mas o menos redondeadas, de tamaros diferentes, segun la
potencia de la reaccion de aglutinacidén, las cuales se mantienen

separadas entre si.

Es de notar que tanto los agregados como los aglutinados pueden
ser formados por vias inmunolégicas como no inmunologicas.
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La agregacion reversible de los GR juega un papel importante en

la determinaciéon de las propiedades de circulaciéon de la sangre. Esta

agregacién se origina por la creacion de puentes entre las células

adyacentes, por las proteinas plasmaticas especificas (fibrindgeno,

globulinas 1gG-IgM) absorbidas a la superficie celular, pero también

pueden ser inducidas por macromoléculas como el Dextran.”?. En la

figura 2-1 se representa el modelo de agregacién de GR por la formacién

de puentes entre los eritrocitos.

»t,é;ogﬁ
¢

O\
IS

LS — 2

Giycophorina A Lipid bitaysr  AdsortedDx  FrenOx

Figura 2-1- . Modelo de agregacién de GR. Las macromoléculas fifrinégeno o
Dextran estan adsorbidas sobre la membrana eritrocitaria y forman puentes entre las

células adheridas. 7
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La agregacion de ios GR es un proceso dinamico y representa por
esa razén un equilibrio entre: |

v'  las fuerzas de agregacién, (siendo de gran importancia las
fuerzas de atraccion de Van der Walls) debido a la adsorcién de

macromoléculas y la creacion de puentes entre los eritrocitos, y

v las fuerzas de desagregacién, (por ej., fuerzas de cisallamiento
mecanico, repulsion electrostatica entre la superficie de célilas
adyacentes, debidas a las cargas superficiales de la membrana
eritrocitaria, la tensidn superficial y la resistencia de las células a

la deformacién durante la formacién de los agregados.

La agregacidn eritrocitaria puede ser considerada como un estado
de equilibrio, entre la interaccion de una energia adhesiva superficial y la
energia elastica almacenada por la deformacién ceiular.

La energia adhesiva superficial especifica equivale al trabajo
requerido para separar una unidad de area adherida desde una posicion
de equilibrio. Es la resuitante de fuerzas de adhesién, debida a
molécuias de anclaje entre células adyacentes y a las fuetzas de Van der
Walls, .y de las fuerzas repuisivas elestrostaticas, consecuencia de las

cargas superficiales de la membrana.

El proceso de agregacion depende de las propiedades de los
hematies, asi también de las propiedades del medio externo. Es
previsible que la interaccion célula-célula sea influenciada por
modificaciones de las propiedades reolégicas celulares (sea superficie
celular, volumen y forma de la célula, viscosidad interna y

viscoelasticidad de la membrana)
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La agregacion de GR ocurre cuando las fuerzas de agregacion
superan a las de desagregacion. Las interaciones que ocurren entre GR,

originando agregados, son caracteristicas a bajas velocidades de corte.

Los factores esenciales para la agregacién son:

* Propiedades reolégicas de los GR: cantidad de células,
deformabilidad, morfologia, hematocrito.

* Propiedades de las macromoléculas que determinan puentes
entre células adyacentes: PM, conformacion, carga. ‘

» Carga superficial eritrocitaria.

* Propiedades del medio de suspensién: pH, T°, osmoralidad,

fuerza i6nica.

Los estudios concernientes a la agregacion de los hematies han
sido focalizados en la influencia del medio de suspensién y del rol que
juegan las propiedades celulares y principalmente las propiedades

reolégicas eritrocitarias.

La propiedad de deformarse que tienen los eritrocitos, combinada
con la rotacién de la membrana alrededor del citoplasma (movimiento de
oruga de tanque- “tank-treading motion”)’'-"*7 | |e confieren al hematie
la capacidad de participar activamente en el flujo vascular.

La agregacion juega un importante papel en el fluido de la sangre,
particularmente en el sistema microvascular y refleja un delicado balance
entre las fuerzas de adhesion celular y el efecto de dispersion de la

fuerza de corte externa dada por el flujo sanguineo.
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La perfusion tisular es realizada por el pasaje de GR individuales
a través del sistema capilar. Asi una falla de dispersién sobre agregados
de GR resulta en la obstruccion de capilares o microvasos, dependiendo
del tamario y forma del agregado. Se ha encontrado que la agregacion
eritrocitaria estd alterada en varios estados patologicos: diabetes,
hipertension, enfermedades cardiovasculares degenerativas (infarto de
miocardio, arteriopatias, insuficiencia vascular cerebral, etc) y en
accidentes tromboembélicos arteriales o venosos. .;'

P
s

En el mecanismo de agregacién™, como ya se megcibné
anteriormente, el fibrinégeno tiene un rof determinante en la cohesic')n y
en la estructura de los ‘rouleaux”, ya que actia como molécula de unién
entre los 'é_ritrocitos. Un papel similar, aunque en menor grado,
desempeﬁén las globutinas plasmaticas, mientras que la aibumina ejerce

un efecto contrario.
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PARTE SEGUNDA

QObjetivo:
LI
Estudiar Ilas alteraciones de propiedades superficiales
L J

eritrocitarias y su incidencia en la agregacion y la adhesion.
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CAPITULO 1

MEMBRANA Y CARGA ERITROCITARIA.
L.a membrana y su potencial electrocinético.
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1- MEMBRANA Y CARGA ERITROCITARIA.
La membrana y su potencial electrocinético

1-1- NOCIONES GENERALES CONCERNIENTES A LA CARGA

SUPERFICIAL.

Una suspensién de GR en medio fisiclégico constituye un estado
estable o metaestable que se puede esquematizar como la resultante de
la accion de dos tipos de fuezas opuestas: las fuerzas de cohesidn Lue

tienden a atraer las particulas y las fuerzas de repulsién que tienden a
separarlas 7578,

Estudios de migracion electroforética, demuestran que los GR, se
comportan como particulas cargadas eléctricamente, con caracteristicas
anidnicas. El origen de esta carga esta. ligado principalmente - a la
presencia en la superficie de grupos carboxilicos de los AS unidos a las
glicoproteinas de membrana # . Todos los hematies son portadores de la
misma carga, lo que genera en suspensién salina una fuerte repuision
intergiobular. El origen de las fuerzas de repulsion de las particulas en
un medio liquido de suspensién, en-un medio liquido, es bien conocida.

En tal sistema, a nivel de la interface solido-liquido, existe una
fase de contacto caracterizada por la presencia de moléculas - ionizadas
en la que los efectos son modulados por movimientos brownianos. Una
de las primeras representaciones tedricas de la doble capa idnica fue
propuesta por Gouy-Chapman?. '

Otro modelo, propuesto por Stern™, permite explicar el papel que
juegan los iones. Los iones se distribuyen en dos regiones que rodean

al eritrocito, llamadas por eso, doble capa eléctrica:
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v capa compacta constituida por iones absorbidos especificamente.

v capa difusa.

La frontera exierna de la capa compacta de Stern constituye la
suberficie de cizallamiento.

Una suspensién de hematies en medio fisiolégico, constituye un
estado estable o metaestable’. En presencia de electrolitos, cada
glébulo rojo es rodeado por una nube de iones positivos. A nivel de las
interfaces - sdlido-liquido, se forman dos. capas de contraiones: (d&bjl'e
capa iénica) rodeando la particula, una que se mueve solidariamente con
ella, denominada capa de Stern, y otra- mas difusa cuya densidad

disminuye hacia el seno de la solucién™.

s
6 - :
(- + L
i- S ]
¢ + + . elecirolito
| *
. Ll S S A

-

distancia

Esquema 1-1-1. Doble capa de contraiones alrededor de la particula
cargada.(Gouy-Chapman)

Se crea entonces una diferencia de potencial enire el medio y la
nube de contraiones que rodea al eritrocito denominado potencial Zeta

(&), como se representa en el Esquema 1-1-2. 7550

59



Capitulo 1 | Membrana y carga eritrocitaria.

Poliak”’” ha desarrollado una férmula del ¢ haciendo intervenir la
densidad de carga superficial del hematie (o), la fuerza i6nica del medio
(n), el radio de curvatura del contraion (o) y {a constante dieléctrica del

medio (D), segun la siguiente ecuacion:

= 4.44-103.¢ + 12.59-0-a e »
m D ( cuac, - )

1-célula, 2-capa de Stern, 3-superficie de cizallamiento, 4-segunda capa ibnica, 5-curva
de potencial eléctrico en funicidn de la distancia.

1-1-2. Representacion esquematica del potenciat Zeta. Distribucién de iones
alrededor de la célula.

Los fendmenos de superficie que intervienen en la estabitidad de
las suspensiones son particularmente importantes en la formacion de

rouleaux??.
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* Nociones generales para la estabilidad de una suspension de
particulas

La estabilidad de una suspension eritrocitaria se atribuye a dos
fuerzas antagénicas.

v Las fuerzas de atraccién:
Su intensidad varia con la inversa de Ja distancia entre las

particulas. Se deben a fuerzas de Van der Waalis.

L

v Las fuerzas de repulsién: v
Son exclusivamente electrostaticas. Varian con la inversa
de la distancia intermolecular. Los hematies estan cargados
electronegativamente. Esta carga se ubica principaimente,
a nivel de los grupos carboxilicos (COO- ) del Acido sidlico,
que forman parte de las sialoglicoproteinas de la membrana
eritrocitaria.

La agregacion de los eritrocitos es un evento esencial para la
comprension de las propiedades reoldgicas de la sangre 3-8 En el
estudio general del fendmeno de agregacion, el factor fundamental que
debe ser considerado es, sin duda, ia distancia media que separa las
particulas en suspension. Esta distancia puede ser modificada en
diversas circunstancias, a veces por procesos inmunolégicos y otras
veces, por alteraciones de naturaleza puramente fisicoquimica. La suma
de estos acontecimientos es {o que determinaria la formacion de los
agregados.
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Una suspension estable de eritrocitos es la suma de dos fuerzas
antagonicas, como se mencioné anteriormente, las fuerzas de repulsion
ligadas a la carga electrostatica del GR y las fuerzas de cohesién ligadas
a la tensién superficial entre los eritrocitos.

La agregacion, que es reversible, requiere para producirse, la
presencia de factores extracelulares & intraceluiares. Una modificacion

en cualquiera de estos factores lleva a una modificacién del Cyen
consecuencia un cambio en el patron de agregacion.
L,
La agregabilidad de un sistema es tanto mas probable cuanto mas
w

débil sea el potencial ¢ Este potencial puede disminuir en.;3

circunstancias expresa_das por {a ecuacion de Pollack (Ecuac.1-1):
v Si; Ié carga del hematie disminuye (o).
.~/ Si la constante diéléc{rica del sistema aumenta (D).
v' Si la fuerza idnica del medio aumenta (y).

Desde un punto de vista netamente tedrico, habria dos maneras

de medificar el { de un sistema %1-82.:

. Reduccioén de la carga eléctrica. Se ordenan en esta categoria
ios efectos debidos a la fijacién de anticuerpos o al tratamiento de
los hematies por las enzimas proteoliticas.

2. Variacién de la fuerza ibnica del medio de reaccién. Estos
efectos se basan sobre todo en la modificacion de la composicion

idhica del medio.
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3. Modificacibn de la constante dieléctrica del medio de
suspension, la que puede introducirse por modificacién del

contenido de macromoléculas.

Basado en estos argumentos es posible modelizar las reacciones

de agregacion y modificarlas artificiaimente.

1-2,_PAPEL DE LA CARGA SUPERFICIAL

En la oOltima década, la reologia eritrocitaria como factor
dominante del flujo intra y extravascular se ha constituido en un tema
angular de la inmunohematologia y la hemodinamia. Numerosos
procesos biologicos caen bajo la influencia de medificaciones de las
propiedades reoldgicas. En el curso de los Ultimos afios se ha
investigado el papel que juegan los factores reolégicos en la
comprension de mecanismos bioldgicos y clinicos.

Si bien, los hematies han sido considerados células inertes,
portadoras de hemoglobina, estudios actuales sugieren que numerosas
moléculas de superficie, tienen participacién activa en una variedad de
procesos fisioldgicos (agregacion, interaccion célula-célula, intercambic
gaseoso y metabdlico). Las GP, por su AS terminal aseguran la carga
eléctrica del GR y lo mantienen monodisperso. El AS aporta cargas
negativas a la célula y es responsabie de las fuerzas electrostaticas de
repulsion que se establece entre los hematies, es decir, reduce la
agregacion eritrocitaria. En los hematies normales esta carga negativa
es de 10* unidades electrostaticas(ue.s) / cm? y el ¢ es de
aproximadamente 23 mV. Si el { desciende por debajo de 7 mV, ias
células se agregan en forma casi irreversible. Ademas, por repulsién
electrostatica, estas cargas negativas, favorecen la distribucién uniforme
de las proteinas del glucocélix sobre la superficie de fa membrana,

manteniendo la equidistancia entre ellas®.
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De esto se deduce que un menor contenido de AS entrafia una
perturbacién en las propiedades reoldgicas de-ia membrana y una
mayor y mas desordenada agregacién. En efecto, se ha observado en
patologias con déficit de AS de membrana, que la agregacién eritrocitaria
es mas fuerte y aparecen grandes agregados esfercidales vy
desordenados.

Los GR normales en flujo lento & en estasis forman routeausx,
mientras los eritrocitos anormaies, forman agregados amorfos®, Este
Oitimo tipo de estructura refleja una anormal interaccion célula-célula.
Tales anormalidades son inducidas por: factores celulares (disminucic';n '
del AS de la membrana), o factores extracelulares (inmunoglobulinas,
fibrinogeno, y el medio extracelular).

La disminucién de la carga neta superficial, al favorecer la
agregacion celular que en condiciones normales es reversible, juega un
papel importante en el flujo sanguineo.

Por otra parte, la interaccién de células endoteliales con Pq, L, y
mas recientemente GR son actualmente reconocidos como importantes
eventos fisiolégicos en la microcirculacion. La union del GR al-endotelio
puede ser aumentada por cambios endoteliales inducidos por la
isquemia, por io tanto la interaccién de endotelio-erifrocito es un
mecanismo potencial que podria propagar la injuria isquémica en la
microcirculacion por la obstruccion de vasos pequefios o promoviendo la
formacion de trombos en las arterias coronarias, en areas de baja
turbulencia o endotelios dafiados® 92

Los erifrocitos en su paso por la microcirculacion, se ven
sometidos normalmente a un importante efecto mecanico que en ciertas
condiciones patolégicas puede producir su rotura. Nuestro interés esta
dirigido hacia las vasculopatias, especialmente las microangiopatias
(diabetes), donde la fuerza de cizallamiento ejercida por una presion
sanguinea aumentada sobre los hematies préximos al endotelio vascular
produce lesiones en la membrana eritrocitaria.
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1-3- _PRINCIPALES TECNICAS PARA ESTUDIAR LAS VARIACIONES
DE CARGA SUPERFICIAL ERITROCITARIA, 8+-#-56-87-88-85.

Mobilidad por electroforesis en fase liquida.

Mobilidad por velocimetria optica,

Mobilidad por velocimetria por efecto Laser-Doppler.

Reparto en un sistema acuoso bifasico.

v,
De todas estas técnicas trataremos, en lo que sigue, sélo la Gltima

puesto que fue la utilizada en esta tesis.

1-4-MODELIZACION IN VITRO DE
ALTERACIONES DE CARGA SUPERFICIAL:

1-4-1- TRATAMIENTO ENZIMATICQ %9657

Este tratamiento tiene por objeto provocar una modificacion de
membrana a través de desializacion. Las enzimas proteoliticas
(Bromelina, Tripsina y Neuraminidasa) remueven el AS de la membrana
llevando a una reduccion de la carga neta superficial disminuyendo la
repulsion intercelular y favoreciendo la formacién de agregados
celulares. Esto dependerd de la capacidad hidrolitica de cada una de
ellas. Estas enzimas proteoliticas, pueden ser de origen plasmatico,

pancreatico o granulocitario.

1-4-1-1- _Neuraminidasa
La neuraminidasa es la enzima mas comunmente usada pues

remueve el 80% de la carga negativa de la membrana. Ataca el AS de
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las porciones proteinoglicanos del glicocalix. La neuraminidasa es

especifica para el NeuAc.

1-4-1-2- Tripsina - Bromelina

Estas enzimas hidrolizan uniones en proteinas y péptidos que
tienen grupos carboxilo de Lisina o Argirina asociados a amidas y
esteres y asi remueven porciones de proteinas del glicocalix, y por o
tanto parte de la carga electronegativa del GR. Afectan el tamaiio celular
y la deformabilidad, llevande a una reduccién de la repulsion celular.

Al remover partes del glucocalix también reducen los efectos
estéricos y remueven algunos sitios de adhesion de moléch’las

agregantes (polimeros de alto peso molecular).

1-4-2- ACCI FIJACION D T ;94

Trabajos previos basados en el estudio de la formacién de
rouleaux se concentraron en la investigacion de la influenéia de los
factores extrinsecos, tales como proteinas plasmaticas (fibrindgeno e
inmunoglobulinas) y otras macromoléculas {Dx, Polivinil pirrolidona, etc.).

La unién de anticuerpos entrafia una modificacion de los
componentes estructurales de la membrana (glicocalix, bicapa lipidica,
proteinas transmembranales). Estas modificaciones varian segun el
anticuerpo implicado y el nivel de localizacion de las determinantes
antigénicas.

Los antigenos M y N resultan de interés por su localizacion sobre

la GPA asociada con la carga eléctrica superficial eritrocitaria (CESE).

1-4-3- ACCION DE LECTINAS **

Las lectinas, son extractos de origen animal, vegetal o

microbioldgico, que presentan sitios de unién a carbohidratos de
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membrana selectivos y reversibles. El uso de distintas lectinas vegetales
(Ulex europaeus, Dolichus biflorus, Amarantus sp.) permitird provocar
modificaciones puntuales en la membrana eritrocitaria que pueden é no

estar relacionadas con la carga eléctrica de membrana.
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CAPITULO 2

ESTUDIO DE LA CARGA ELECTRICA SUPERFICIAL
ERITROCITARIA UTILIZANDO COMO HERRAMIENTA LA
PARTICION EN SISTEMAS BIFASICOS ACUOSOS.
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2-1 ESTUDIO DE LA CARGA ELECTRICA SUPERFICIAL
ERITROCITARIA UTILIZANDO COMO HERRAMIENTA EL
REPARTO EN SISTEMAS BIFASICOS ACUOSOS,

2-1-1- Caracteristicas de los sistemas bifasicos acuosos

Un método de separacion versatil y sensible, es el basado en el
reparto de macromoléculas y particulas bioldgicas, en sistemas bifasicos
liguido- liquido, obtenidos a partir de disoluciones acuosas de difererites
polimeros. Esta técnica fue introducida a mediados de los -afios 50 por
Albertsson®®* . Su descubrimiento fue casual, al mezclar un polimero
sintético como el potietilénglicol con una solucién concentrada de fosfato
de sodio, ambos solutos, que son altamente solubles en medio acuoso,
al ser mezclados, producian un medio turbio y, después de unos
minutos, se formaban dos fases totalmente homogéneas. Se aplico a la
separacion de células y proteinas. Desde entonces se ha extendido a un
gran numero de materiales diferentes: células animales y vegetales,
microorganismos, virus, cloroplastos, mitocondrias, vesiculas de
membrana, proteinas, acidos nucleicos, etg100-101-108-109.

La tabla- 2-1 . muestra los- polimeros mas frecuentemente
empleados en los sistemas bifasicos acuosos. Si bien los sistemas mas
utilizados son los  de polietilenglicol-dextrano y polietilenglicol-sal,
pueden emplearse ofros sistemas no tradicionales. En ellos el
polietilenglicol es reemplazado por polivinilalcohol ¢ polivinilpirrolidona y
el dextrano por dexirina, maltodextrina, hidroxipropilalmidon vy
efilhidroxietilcelulosa. Todos estos polimeros son menos costosos, io que
los hace potencialmente utiles para operaciones a gran escala.
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A- Sistemas formados por;

Polimero no ionico
{Componente 1)

Polimere no ionico - agua
(Compenente 2)

Polipropilenglicol

Metoxipolietilenglicol
Polietilenglicol
Polivinilalccohol

Dextrano
Polietilenglicol Polivinilalcohol
Polivinilpirrolidona
Dextrano
Ficoll
Metilcelulosa Hidroxipropildextrano 1
Dextrano "
Ficoll Dextrano
B- Sistemas formados por:
Polielectrolito Polimero no iénico - agua
(Componente 1) (Componente 2)
Dextran sulfato de sodio Polipropilengticol
Polietilenglicol NaCl

Metilcelulosa NaCli
Dextrano NaCl

Dietilaminoetil dextran HCI

Polipropilenglicol NaCl
Polietilenglicol Li2804

Metilcelulosa
Carboximetildextran de sodio Hidroxipropildextran NaCl
Polietilenglicol NaCl

Carboximetilcelulosa de sodio

Polietilenglicol NaCl
Metilcelulosa NaCl

(- Sistemas formados por:

Polielectrolito
(Componente 1)

Polielectrolito - agua
(Componente 2)

Dextran sulfato de sodio

Carboximetildextran de sodio

Carboximetilcelutosa de sodio

Carboximetildextran de sodio Carboximetilcelulosa de sodio
D- Si formados por:
Polimero Componente de bajo peso
(Componente 1) molecular - agua
(Componente 2)
Polipropilenglicol Fosfato de potasio
Glicerol
Polietilenglicol Sales inorganicas tales como:
K*(Na*, i, NH}, etc)POY, SOF,
Glucosa, Maltosa, Celobiosa, etc
Dextrano Alcohol Propilico
Tabla 2-1
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La particion de cualquier material, en un sistema bifasico, esta
determinado principalmente por Iés propiedades de los polimeros
presentes. Las interacciones fisico-quimicas, entre los polimeros, con las
sales o con el solvente, determinan el equilibrio de distribucién de todos
los componentes del sistema. Estas distribuciones determinan el
volumen de las fases, la tension interfacial y la diferencia de potencial
electrosiatico entre las fases.

2-1-2- Diagrama de fase

La composicion de los sistemas bifasicos se puede representar
sobre un diagrama binodial como se muestra en la Figura 2-1-2. Las
cantidades requeridas de los polimeros para formar sistemas bifasicos
acuosos pueden ser encontradas en los diagramas de fase
pertinentes; tomando por ejemplo el correspondiente a! sistema
polietilenglicol-dextrano. A concentraciones por debajo de la curva
binodial se obtiene una solucién homogénea y a concentraciones por
encima de la curva binodial ocurre la separaciéon de fase. El punto A
representa la concentracion total inicial del sistema bifasico (porcentaje
de la masa de dextrano o polietilenglicol respecto de ia masa total de Ia
mezcla). Las concentraciones de equilibrio de ambos polimeros en la
fase superior, rica en polietilenglicol e inferior, rica en dexirano, estan
dadas por los puntos C y B respectivamente. De igual manera, un
sistema con composicidn total inicial A" tendra en el equilibrio, una
composicibn C° en la fase superior y B” en la inferior, y asi
sucesivamente ocurrira con los sistemas A™", A™7",..... A"

El conjunto de puntos C,CC".C",...,C" v B,B", B, B™",.. . B”
que representan ias concentraciones de las fases de cada sistema en el
equilibrio, pertenecen y delimitan a la curva binodial. Un par de puntos
tales como B y C se llaman nodos y las lineas entre ambos, /ineas de
union. Se debe notar particularmente que las mezclas de diferentes

composiciones iniciales totales, representadas por diferentes puntos
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sobre una linea de unién, dan origen a sistemas bifasicos con
composiciones idénticas en concentracién de polimero en ambas fases
en el equilibrio, si se mantienen las condiciones experimeniales
constantes (presion, temperatura, buffer, sales neutras, etc.) aunque con
diferentes volumenes de las fases coexistentes.

Esto es l6gico, ya que desde el punto de vista termodinamico son
equilibrios que partiendo de diferentes condiciones iniciaies llegan al
mismo estado final de equilibrio. A medida -que la concentracién inicial
del sistema disminuye, por ej. en la direccién AALAT . A"0OD, D,
0", D', ..., D, las concentraciones de las fases en equilibrio se hagen
cada vez menores, y similares entre si, llegandose al punto criticos(A" ©
D"), que corresponde al caso tedricc en el cual la “composicién y
volumenes de ambas fases en equilibrio son iguales. El punto critico es
una caracteristica particular para cada sistema. bifasico.. Otra
caracteristica importante de los diagramas de fase es el llamado punto
umbral-, el cual se define como aquel donde Ia linea recta que coria a-los
ejes en segmentos iguales, es tangencial a la curva binodial. Cuando ios
puntos -umbral y critico coinciden, se dice que el diagrama es simétrico.
Este es el caso en que no hay interacciones importantes entre los

polimeros y el solvente comportandose las soluciones como ideales'™®.

oo Composicitn total del sistema bifasico (inictal)
D &  Composicidn fase superior en el equilibrio
4 Composicion fase inferior en et equilibrio

-
[~

5]

Lineas de unién

% Polietilenglicol (Fase Superior)

B

5 10 5 %2
% Dextrano (Fase inferior)

Figura 2.1-2. Diagrama de fase
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Cabe destacar que se hace necesario un buen conocimiento del
diagrama binedial de un sistema bifasico ya que esto permite elegir las
proporciones iniciales de los polimeros y buffer a ser mezclados y por lo

tanto la de polimero en ambas fases, luego de alcanzado el equilibrio'©! .

2-1-3- Propiedades de |os sistemas de reparto bifasicos acuosos

El mecanismo de reparto es desconocido. Cualitativamente, se
puede describir como una compleja interaccion entre la particula
suspendida en una de las fases y las moléculas que hay a su alrededior.
Esto implica, principaimente, enlaces de hidrégeno, interaccignes
electrostaticas, hidrofobicas, fuerzas de Van der Walls, y efét:tos
estéricos. Por tanto, es de esperar que el reparto dependa del peso
molecular y propiedades quimicas de los polimeros que forman las fases,
y también del tamario y de las propiedades quimicas de las sustancias o
particulas sometidas a reparto. Asi, el reparto viene determinado por el
tamano, hidrofobicidad, carga de superficie y, probablemente también.
por la conformacion d.e fa particula o macromolécula, que a su vez
dependen del tipo y niumero de grupos expuestos. Por lo tanto, ef reparto
es un fendomeno dependiente de las propiedades de superficie.®! .

Las propiedadesm?“-" de los sistemas bifasicos acuosos dependen:

v Tipo y peso molecular de los polimeros.
Se necesita una mayor concentracion de polimeros, para
conseguir ta separacion de las fases, cuando es menor el peso molecular

y viceversa, menor concentracion cuando éste aumenta.

v' Presencia de sales neutras.

Diferencia de potencial electrostético entre las fases.
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En ausencia de moléculas cargadas, cuando las dos fases de un
sistema estan en equilibrio, el potencial quimico de cualquier
componente es el mismo en ambas fases.

Cuando se someten a reparto particulas o macromoléculas con
carga eléctrica neta, en sistemas bifdsicos que contienen ademas otros
iones, se puede crear un potencial eléctrico entre las fases, como
consecuencia de la diferente afinidad de los distintos jones por las fases
del sistema (efecto Donnan).

Una sal cuyo dos-iones tengan distinta afinidad quimica por las
dos fases, generara una mayor diferencia de potencial eléctrico entre \as
fases, que una sal cuyos iones tengan afinidad similar por ambas fases.

A partir de los datos sobre repartc de sales, realizados ‘ por
Johansson!®11%  ge dedujo quela diferencia de potencial eléctrico
entre las fases, creada por una sal de las comunmente afadidas a ios
sistemas bifasicos, seria del orden de unos pocos milivoitios(mV). Ello
ha sido confirmado experimentalmente por otros autoreg!07-111-112

Aunque una diferencia de potencial eléctrico de tal magnitud, se
podria considerar pequefia, puede tener una profunda influencia en el
reparto de macromoléculas cargadas'®® .

La consecuencia mas importante de las diferencias de afinidad de
las sales por las dos fases, en sistemas de Dextrano/Polietilenglicol, es
que se crea una diferencia de potencial electrostatico entre las fases,
quedando la fase inferior, rica en Dextrano, cargada neg‘ativamente
respecto de la superior, rica en Polietilengiicol. Cuando las sales tienen
igual afinidad por las dos fases (por ejemple cloruro de sodio), la
diferencia de potencial eléctrico es practicamente OmV. En general las
sales de polianiones como fosfato, presentan en sistemas
Polietilenglicol / Dextrano mayor preferencia por Dextrano.

Si se afiaden fosfato y cloruro de sodio en diferentes
proporcicnes a los s'iste'mas, se' obtienen, para el caso de un sistema
bifésico compuesto por 5% Dextrano (T-500) / 4% Polietitenglicol-8000,
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diferencias de potencial eléctrico (fése superior positiva) que oscilan
desde unos pocos mV (entre 2.8 mV y 1.07 mV ) para 0.11 M fosfato, es
decir, presencia exclusiva de fosfato, hasta OmV, para 0.01M fosfato, es

decir, tnicamente con cloruro de sodio, 194-110-112-113

v Temperatura:

El efecto de la temperatura es indirecto, ya que se ejerce a través
de su influencia sobre la composiciéon del sistema. Cerca del punto
critico, una pequefia variacion de temperatura puede afectar, en forma
considerable, la concentracion de polimeros en las fases y, por lo tanto,
también el reparto de cualquier sustancia. Dicho efecto es menor en
sistemas alejados al punto critico.

Concretamente, los - sistemas - Dextrano/Polietilenglicol forman
bifases, mas faciimente, a bajas que a altas temperaturas, pudiéndose
utilizar éstos en un amplio rango de temperaturas, desde 0°C hasta.por
lo menos 100°C. El aumento de la temperatura destruye el agua
ordenada-en el entorno de la molécula de polimero, aumentando la
solubilidad mutua entre estos.

v Tiempo de separacién de las fases.

Es el tiempo requerido, después de la agitacion inicial del
sistema, para la formacion de dos fases nitidamente separadas por una
interfase. En ei caso particular de los eritrocitos, que se reparten entre
fase - superior e interfase, la técnica de microscopia de contraste de
fases, ha revelado que la mayoria de las células se encuentiran
adsorbidas a la superficie - externa de las gotitas de Dextrano, que
persisten en la fase rica en Polietilenglicol algin tiempo después de la
aparicion de la interfase horizontal, entre las dos fases. Aunque al
principio, la razdn de reparto sea alta, con el tiempo disminuye hasta
Hegar a hacerse practicamente cero, cuando todas las células Hegan,
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finalmente, a la interfase horizontal. Ello se debe a que los complejos,
celulas-gotitas de Dextrano, van sedimentando hasta llegar a fusionarse
con la interfase. En ese momento, las gotitas de Dextrano se incorporan
a la fase inferior, quedando las células adsorbidas a la interfase

horizontal 102

En general, cuando se mezclan soluciones de dos polimeros

diferentes, se pueden observar tres fendmenos alternativos:

A. Incompatibilidad. Se produce separacidn de fases, con los
polimeros situados en fases diferentes. Este es el caso de uha
mezcla de Dextrano y Polietilenglicol disueltos en agua. Por
encima de ciertas concentraciones de ambos polimeros la mezcla
se hace turbia y al dejar reposar, se forman dos fases liquidas en
equilibrio. La fase superior es rica en Polietilenglicol, mientras que
la fase inferior lo es en Dextrano'®. Aunque ambas fases son
acuosas (el Dextrano y el Polistilenglicol son solubles en agua)
los polimeros son incompatibles y se separan en dos fases. Este
caso no es uUnico, sino un fenémeno muy comun, hasta el punto de

que la miscibilidad es una excepcion mas que una regla.

B. Complejos de coacervacion. Se produ;;e separacion de fases, con
los polimeros localizados juntos en una de las fases, mientras que
ia otra esta formada, casi en su totalidad por el disolvente, o es
relativamente pobre en polimeros. Suele darse cuando hay
atraccidn entre los polimeros, por ejemplo, entre derivados de
Dextrano cargados de distinto signo.

C. Completa miscibilidad. Se obtiene una solucién homogénea vy,

como ya se ha mencionado, es una excepcion mas que una regla.
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* La principai etapa, en todo experimento de reparto, es la
eleccion del sistema bifasico.

De todos los sistemas posibles elegimos el sistema bifisico acuoso
formado por dextrano y polietilenglicol. 192

Es necesario destacar:
v La proteccién natural del sistema Dextrano-Polietilenglicol.

v La extrema sensibifidad del método .

En cuanto a la proteccién.natural del sistema, para particulas
biolégicas, las fases del sistema deben ser suaves, esto es, no deben
alterar sus propiedades. Por tanto, ha de considerarse en los sistemas
su contenido en agua, composicidn i6nica, presion osmética y efectos
desnaturalizantes. Por ejemplo mientras que una proteina puede tolerar
amplios rangos de pH o fuerza idnica, una céluia, como el eritrocito,
puede tener requerimientos mas estrictos.

La experiencia hasta el momento demuestra que, los polimeros
estabilizan fas estructuras de las particulas y las actividades

biologicas'®! .

Dextrano (Dx): es un polimero de glucosa, concretamente es un poli
(1,6 o-D- glucopiranosil). Su cadena principal estq constituida por
residuos de a-D- glucopiranosil unidos por enlaces glucosidicos a(1---8),
la cual ademas posee ramificaciones (5%) del mismo residuo anterior
unidas a la cadena principal, por medio de enlaces glucosilo a(1--3) y
a(1---4). Estas ramas son cortas, y aproximadamente el 85% de las
mismas solo tienen dos residuos. El resto tiene una longitud media de 33

{maximo 50) residuos.
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Se obtiene comercialmente a partir de cultivos de Leuconosfoc
mesenteroides cuando crece en medio que contenga sacarosa como
sustrato. Una vez aislado y efectuada una hidrélisis acida parcial, se
obtienen distintas fracciones por precipitacion alcohdlica diferencial que
una vez aisladas se caracterizan por el nimero de viscosidad limitante y
el peso molecular (PM).

El Dx T-500 comercial contiene aproximadamente 10 % de agua,
por tanto, se hace necesario comprobar la concentraciéon de sus
soluciones por polarimetria. Los distintos lotes pueden variar en
contaminantes, polidispersidad, PM y ramificaciones, pudiendo ocasionar
diferencias en el comportamiento frente al reparto por afectar a las
propiedades fisicas (por ejemplo tension interfacial) en sistemas de

idéntica concentracién en polimeros pero distinto lote.

Pofietﬂehgﬁco! (PEG): El PEG es un polimero linea! sintético de férmula
general: H{OCH2-CH2)nOH, siendo n > 4.

El PEG se obtiene por polimerizacién del éxido de etilenc con
catalizadores acidos y basicos solubles. Es bastante estable en solucidn,
en polvo seco, o en forma de “copo”’. Su almacenamiento puede ser a
temperatura ambiente, para el PEG seco, aunque a 4°C se rétrasaria ia
lenta oxidacion de los antioxidantes afiadidos. Dicha oxidacidn puede
cambiar el color del PEG de blanco a amarillo-marrdn y puede originar
fa presencia de grupos finales acidos, detectables por la disminucion del
pH de la solucién. A diferencia de las soluciones de Dx, no es
higroscédpico y al igual que éstas, las soluciones de PEG se pueden
mantener estables a 4°C, siendo dichas soluciones, menos viscosas que
ias de Dx, por lo que este polimero se encuentra en la fase superior de

los sistemas bifasicos.
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2-1-4- Teoria del reparto en sistemas bifasicos acuosos de
Dx/PEG.

En general, el repartoc en sistemas- bifasicos acuosos viene
caracterizado por el coeficiente de reparto (P), que se define como el
cociente entre Ja concentracién de sustancia en fase superior y la
concentracion de sustancia en fase inferior. P es funcion, principalmente
de la propiedades de las dos fases, de la sustancia (particula) sometida
a reparto y de la temperatura. | -

A efecto del reparto, también se debe considerar, en ocasionés, la
interfase entre ias fases, ya que ésta presenta una cierta capacidad para
adsorber sustancias sometidas a reparto. Esta adsorcion, que no es muy
importante en reparto de sustancias solubles, adquiere gran' significado
para particulas en suspension (como células), que pueden adsorberse
en gran cantidad a la ih_terfase. En general, la adsorcion a la interfase es
mayor cuando aumenta e tamario de la particula y la tensién superficial.
También esta favorecida al aumentar la similitud, en afinidad, de las
particulas por las dos fases, ia cual a su vez, depende de muchos
factores: tipo y peso molecular de los polimeros, composicidn idnica, etc.
Tanto que, en este caso, hay que considerar de hecho, tres fases: fase
superior, interfase y fase inferior.

Los metodos de fraccionamiento o separacion en sistemas
acuosos bifasicos DXPEG, se basan en ei principio de reparto selectivo
de sustancias, entre las dos fases liquidas del sistema {cuando se trata
de moléculas solubles, por ejemplo proteinas, 4cidos nucleicos, etc) o
entre una de las fases y la interfase (cuando se trata de particulas en
suspension, por ejemplo organulos subcelulares o células). '

En cualquiera de los dos casos, el reparto se expresa mediante la

denominada “razon de reparto”, G, que se define como el cociente
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entre la cantidad de sustancia o particulas en fase superior, p, v la
cantidad en la fase inferiar, q .

Puesto que en el caso de particulas, el reparto se realiza entre la
fase superior e interfase, ia razén de reparto, G'®, vendré dada por:

G=15 (2.1.4.1)

En consecuencia, es la cantidad de particulas en fase superior, e
parametro experimental que siempre define el reparto, una vez conocida
fa cantidad total (t), inicialmente afiadida al sistema. .

Si se considera igua! a 1 la cantidad total de una sustanci:; o
particulas afadidas al sistema, es decir p + q =1, los valores de PYQq
representan el “tanto por uno”, de sustancia o particulas en fase superior
e inferior ( o interfase), respectivamente. De igual manera, si se
considera p + q = 100, p Y Q, equivalen al “tanto por cien” en fase
superior e inferior(o interfase) respectivamente. Por ello, y a efectos
practicos, cuando se trata de particulas (que se reparten entre fase
superior e interfase) se suele expresar el reparto, como % de particulas

en fase superior respecto al total afadido (100%).

Esta expresion practica de la razon de reparto, G, se denomina P
P = (cantidad fase superior/ cantidad total) 100 (2.1.4.2)

En realidad esta expresidn es valida tanto para particulas como
para sustancias solubles. Sin embargo, sélo se utiliza para particulas.

Puesto que'G expresa la relacion entre cantidad de sustancia o
particulas en cada fase, puede también expresarse en funcién del
volumen y concentracion correspondiente.

G=p/q=VsCs / ViCi (2.1.4.3)
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Donde Vs, Cs, Vi y Ci son el volumen y concentracién de
sustancia o particulas en fase superior e inferior (o interfase),
respectivamente.

En el caso de que ios voliumenes de fases del sistema sean

iguales. Vs = Vi, la razdn de reparto, G, serd;
G=p/gq=VsCs / ViCi =Cs /Ci=K (2.1.4.4)

Siendo K un nuevo parametro denominado “coeficiente de
reparto’ que, a diferencia de G, expresa la relacion existente 'entre
concentracién de sustancia o particulas en fase superior e inferior (o
interfase).

Cuando los volimenes de ias fases del sistema no son iguales,
Vs # G=p/g=VsCs / ViCi (2.1.4.5)
y, €s evidente que la razon de reparto, G, es :
G=p/q=VsCs / ViCi =Vs /Vi K (2.1.4.6)
y llamando L a la razdn de volumenes Vs / Vi
G=LK (2.1.47)
En resumen, la razon de reparto G, es igual al coeficiente de
reparto K, sdlo cuando los volumenes de las fases son idénticos. En

caso contrario, G depende del coeficiente de reparto de ia sustancia o

particula K, y de la relacién de volumenes de fases, L.
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D N N NN

El método de particion nos da informacién sobre 105

Tamario (volumen y area superficial),

Cambios de forma,

Carga superficial,

Estructura de membrana, incluyendo composicion lipidica vy
proteica,

Modificaciones de las propiedades superficiales de la memb:‘éna
eritrocitaria.
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2-2- REPARTO EN SISTEMA BIFASICO ACUOSO Dx/PEG,

El método de particion en sistema bifasico acuoso Dx/PEG nos da

informacion acerca de la carga eléctrica superficial eritrocitaria (CESE).

Nuestro objetivo fue comparar variaciones de la CESE
inducidas por diversos mecanismos, utilizando como herramienta el
reparto en sistema bifasico acuoso Dx/PEG. |

,‘

Se estudiaron para ello GR en distintas condiciones:

+ A- Controles sin tratar

*- B- Tratados con enzimas proteoliticas

« C- Tratados con tripsina a distintos tiempos de tratamiento
enzimatico

* D- Tratados con anticuerpo

* E- GR de distintas especies.

+ F- Sometidos a conservacién en condiciones estandard de

Banco de Sangre

2-3 MATERIALES

2-3-1- Reactivos

- Dextran 500 {Sigma lot. 18H1173)

- PEG 6000-8000 (Sigma lot-57H0145)

- Buffer fosfato sé6dico (PBS) 0.2 M pH 6.8
- Cloruro de sodia 1M

- Tripsina de pancreas porcino, 11,3U/10ml (Sigma Lot.70H0438, -

actividad 1.130 BAEE unit/mg sélido)
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- Bromelina 8,5U/10 ml (Sigma Lot. 6040168, actividad 1870 U/g
solido)

- Neuraminidasa 0,01U/250m| (Clostridium perﬁngebs, Sigma
N-2876 Lot. 77F-8065, actividad 1.3 U/mg sélido, sustrato NAN-lactosa)

- Antisuero anti-M (OTC iot MM536A)

- 4-dimetil-aminobenzaldehido,

(Merk Art. 103058, Lot.002596112498)

- Testigo de NeuAc. (Sigma A 25001 N-acetil-neuraminico de
huevo tipoll M 308.3)

- Rvo de cianmetahemoglobina Yy

2-3-2- Material bioldgico

. Sangre de dadores normales provenientes del Banco de
Sangre dei Hosp. Prov. del Centenario, anticoagulada con EDTA.

- Sangre de dadores normales provenientes del Banco de
Sangre del Hosp. Prov. del Centenario conservada con citrato-fosfato
dextrosa (CPD)-Adenina.

- Sangre de conejo anticoagulada con heparina
- Sangre de carnero anticoagulada con alsever

- Sangre de rata anticoagulada con heparina

2-4- METODOLOGIA
2-4-1- Preparacién del sistema bifasico acuosc de Dx/PEG

Los sistemas bifasicos acuosos de Dx/PEG se prepararon a partir
de soluciones iniciales concentradas de ambos polimeros y de las
distintas sales anadidas al sistema. Con el fin de conseguir ia maybr
uniformidad posible en los experimentos, se prepararon cantidades

suficientemente grandes tanto de las soluciones como de los sistemas.
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2-4-1-1- Preparacién de las soluciones de polimeros y sales,

-Solucién inicial de Dx: se partié de una solucién inicial de Dx
del 20% (p/p) en agua. Puesto que el Dx 500 utilizado en este trabajo se
encontraba hidratado (5-10%), es necesario preparar una solucion mas
concentrada (22%) y determinar su concentracion por polarimetria. Para
ello, en un- erlenmeyer previamente tarado se pesé la cantidad
correspondiente de Dx y agua. La mezcla se calentd bajo agitacion
continua hasta la aparicion de las primeras burbujas de ebullicién, con el
fin de facilitar la rapida disolucién del Dx; se tapd y se dejé enfrie;r’f'a
temperatura ambiente. Posteriormente, se determiné la concentracidn
por poiarimetria. Para ello, se pesaron, en un matraz de 25 ml, 5g de la
solucién concentrada de Dx y se completd a 25 ml con agua destilada
(dilucién 1:5 p/v). Esta mezcla se flevé al polarimetro para medir ia
rotacion dptica. Una vez conocida la concentracién exacta del Dx, se
diluyd la solucion con agua destilada y por pesada, hasta el 20% (p/p).

-Solucidn inicial de PEG: se partid de una solucién inicial de
PEG del 40% (p/p) en agua. Este polimero no requiere condiciones
especiales de preparacion ya que no es higroscopico. Se prepararon las
soluciones por dilucién del polimero en agua, con agitacién y a
temperatura ambiente. Es importante controlar e! nimero de lote para

evitar variaciones en el peso molecular que pueden afectar al reparto.

Estas soluciones de polimeros pueden conservarse aproximadamente

un mes a 4°C.
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2-4-1-2- Procedimiento de preparacién del sistema bifasico.

En este trabajo de tesis se ha utilizado un sistema - bifasjco
acuoso 5% Dx /4% PEG, 0.09 M fosfato de sodio, pH 6.8 /0.03 M NaCl,

Para la realizacién de estos experimentos se prepararon con 40g
de cada uno de los sistemas empleados, por pesada de la cantidad
conveniente de fas soluciones iniciales -de polimeros -y sales. Los
distintos componentes se afadieron en orden de densidad decreciente:
Dx, PEG, sales y agua. £n la tabla adjunta se detalla tanto la cantidad (g)
necesaria de las soluciones iniciales de polimeros y sales, como ia
concentracion final de los mismos. El peso del sistema, una vez-aﬁad}&s
los polimeros y sales, se ajusto afadiendo agua destilada hasta 404"

3

CANTIDADES (g) CONCENTRACION FINAL

Dx PEG PBS  NaCl X PEG PBS NaC
0% 40% 02M 1M % % M M

10 4 18 1.2 6.8 4 0.09 0.03

AGUA

Una vez pesados los polimeros, sales y agua, los tubos se
mezclaron y se dejaron a 4°C. A continuacion, se agitaron nuevamente y
se centrifugaron (1700g, 10min.) con el fin de facilitar la separacion de
fases.

Finalmente, se recogieron las dos fases -por separado,
desechando lainterfase y conservando a 4°C durante 1-2 meses.

2-4-2- A-_Reparto de GR controles sin tratar.
2-4-2-A-1- Preparacion de los GR.

Se trabajo con hematies, provenientes de sangre de dadores,

lavados 3 veces con PBS y resuspendidos, en el mismo medio, a un
hematocrito del 20 %.
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El P es independiente de la concentracién de células entre 1x10°

a 1x107 cél/ml de sistema. Las células fueron contadas con contador
hematolégico. |

2-4-2-A-2- Procedimiento

Los experimentos se llevaron a cabo en tubos graduados de 10 ml
de capacidad. Para ello, se prepararon sistemas bifasicos por pesada de
2g de fase inferior y 2g de fase superior, obtenidas segun se describe en
2-4-1-2,

El procedimiento experimental se esquematiza en |a Fig.24-2:A.

PEG

FASES  ANADIR CELULAS — MEZCIAR DEIAR  TOMAR MUESRA
_ POR INVERSION SEDIMENTAR DE FASE SUPERIOR

Figura 2-4-2-A- Procedimiento experimental de reparto celular.
Diagrama del método de particion.
PEG, fase rica en polyetilengficol: D,fase rica en dextrén
* Para determinar el fotal de GR agregados al sistema, en primer
lugar, se adicionaron 100u! de una suspension de GR a estudiar a
un hematocrito al 20%. Las células y fases se mezclaron. por
inversion suave del tubo 60 veces. Se midi6 ei volumen total del
sistema en el tubo graduado, se tomaron alicuotas de 100ul, por

duplicado, y se determiné la concentracion de hemogilobina por el
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metodo de ‘la cianmetahemoglobina. [Método de Van Kampen y
Ziljstra. La hemoglobina es transformada en cianmetahemoglobina
por efecto de un compuesto oxidante de cianuro (ferricianuro de

potasio). La cianmetahemoglobina formada se lee a 540 nm ]

* El reparto se realizd en tubos calibrados, por du_piicado. Se
adicionot al sistema 100ui de la suspension de GR con un Hto al
20%, se mezcld 60 veces por inversidn suave y se dejo en repoéo
por 20 min. a 4°C para que se produzca la separacion de la fases
y el correspondiente reparto celular. Los GR con carga negativa,
se movieron hacia la fase superior, cargada positivamente, riga en
polietilenglicol. Una vez transcurrido el tiempo de sedimentacién,
se midié el volumen de la fase superior y ef volumen total del
sistema. Se tomaron alicuotas (100ul) por triplicado de la zona
media de la fase sﬁperior. La concentracién de hemoglobina fue
medida por el método de la cianmetahemoglobina.

El coeficiente de particion P fue calculade como el porcentaje de
hemoglobina en la fase superior y el total de hemoglobina
adicionado al sistema.

El coeficiente de reparto (P) se define como la cantidad de células

en la fase superior respecto del total de células adicionadas.
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2.4-2.B-_Estudio comparativo _del reparto _de GR

tratados con enzimas proteoliticas.''™'%
2-4-2-B-1- Fundamento

L.as enzimas proteoliticas (tripsina - bromelina - neuraminidasa)

remueven porciones de membrana portadoras de acido sialico,

responsabie de la carga superficial. .

2-4-2-B-2- Tratamiento enzimético de fos GR : .
Procedimiento: '
Los GR normales se lavaron 3 veces con PBS 'y separaron‘_.'a_n 4
alicuotas para someterlos a distintos tratamientos: |
 1-Tripsina: volimenes -iguales de tripsina y culot de GR. Se
incubaron 15 min. a 37°C.
2-Bromelina: 1'% volumen de bromelina y 1 volumen de gulot.
Se incubaron 15 min. a 37 °C.
3-Neuraminidasa: - 2 volumenes - de neuraminidasa y 1 volumen
de culot. Se incubaron 30 min. a 37°C.
4- Control sin tratar: volumenes iguales de PBS y culot de GR.
‘Luego de la incubacion se separaron inmediatamente los
sobrenadantes - para- dosar el ac. sialico liberado en el tratamiento
enzimatico. Los GR fueron luego lavados 3 veces con PBS y

resuspendidos a un Hto al 20% para su estudio.

2-4-2-B-3- Dosaje de 4cido sialico!!¥ 115122 ;

El dosaje de acido sidlico se determind por la técnica de Erlich’s
modificada. ‘

Reactivo de Erlich’s: 4-dimetil-aminobenzaldehido, solucién al

5% en acido clorhidrico al 50% con agua destilada.
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Procedimiento:
A una alicuota de 0.4 ml de cada sobrenadante, se le adiciond
1 ml de reactivo de Erlich’s. Se calentd por 30 min en un bafio de agua
hirviente. La solucion coloreada se enfrié en agua helada y se separd el
sobrenadante, por una corta y rapida centrifugacién. La intensidad dei
color se midid a 546nm en un espectrofotémetro contra blanco de
reactivo, |
El cdlculo de la concentracién se efectud procesando de la

misma manera, un testigo de NeuAc de concentracion conaocida.

2-4.2.B-4- Reparto
'Procedimiento

El reparto se realizd segun- las especificaciones del item'
2-4-2-A-2.

* Para determinar el fotal de GR agregados- al sistema
bifasico, se prepararon cuatro series de tubos y se
adicionaron- a- cada- una de las mismas- 100ul de una
suspension a un Hto al 20% de:

Serie 1. GR tripsinados.

Serie 2: GR bromelinizados.

Serie 3: GR tratados con neuraminidasa.
Serie 4. GR sin tratar.

«. El reparto se realizd en cuatro series de tubos a las cuales
se adiciond 100p! de suspension al 20% de Hto de:
Serie 1: GR tripsinados
Serie 2: GR bromelinizados
Serie 3. GR tratados con neuraminidasa
Serie 4: GR sin tratar '
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El coeficiente de particion P fue calculado como se indicd en
2-4-2-A-2,

2-4-2-C-__Estudio comparativo del reparto de GR tratados
con tripsina a distintos tiempos de incubacién.
2-4-2-C-1- Tratamiento de los GR

La suspension de GR fue dividida en 4 alicuotas. Una de ellas

guedS sin tratar y fue tomada como muestra control. A las otras 3
alicuotas, se adiciond tripsina a una cﬁoncentracién de 5 mg/mi de células
rojas y se incubé a 37°C durante 15, 30 y 60 min. Luego de Ia
incubacion, cada alicuota fue inmediatamente centrifugada 5 mim., los
sobrenadantes fueron removidos vy las células rojaé lavadas 3-vece§- para
obtener una suspensién libre de tripsina. Luego se realizé el reparto de
la misma manera que en 2-4-2-A-2 y el dosaje de acido sidlico en los
sobrenadantes como se realiz6 en 2-4-2-B-3. |

2-4-2-D-_ Estudio comparativo del reparto de GR tratados
con antisuero anti -M‘?CH?S
2-4-2-D-1- Fundamento

Los antigenos My N son o -sialoglicoproteinas localizadas sobre

fa glicoforina A y estén sociadas con la carga superficial eritrocitaria.

El propésito de esta investigacion fue el estudio del efecto del
antisuero anti-M, sobre GR de adulto, que tienen fenotipos MM, MN y
NN,

2-4-2-D-2- Preparacion de los GR
Los GR fueron lavados tres veces con PBS e incubados (15 min,
25°C) con antisuero anti-M.
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2-4-2-D-3- Reparto
Procedimiento

El reparto se realizd segun las especificaciones del item
2-4-2-A-2.

2-4-2-E-_Estudio comparativo_del reparto de GR de

distintas especies'®
2-4-2-E-1- Fundamento

Los eritrocitos de un gran nimero de especies tienen algunas

L

propiedades de membrana similares, constituyendo el material de
eleccion para estudios comparativos e interpretacion de fenémenos de

carga superficial.

2-4-2-E-2- Preparacion de los GR de distintas especies

Se trabajé con hematies de distintas especies (rata- carnero-
conejo) y eritrocitos humanos como control lavados 3 veces con PBS y
resuspendidos en el mismo medio a un Hto del 20%.

2-4-2-E-3- Reparto
' Procedimiento

La particion se realiz6 con el procedimiento descripto en
2-4-2-A-2.
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2-4-2-F- Estudio comparativo del reparto de GR sometidos

a conservaciéon en_condiciones estandar de Banco de

Sangre.1(25~114—115—116+121—125

2-4-2-F-1 Fundamento

En el curso de ia conservacion, en las -condiciones standard de
Bco de Sangre, Ilos GR sufren alteraciones de sus propiedades
bioquimicas (disminucion de ATP y 2,3 difosfoglicerato), fisicoguimicas
(aumento de la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno) y reoldgicas
(aumento - de la viscosidad vy disminucién de fa deformabi[ifiad
eritrocitaria). Las modificaciones reoldgicas estan estrechamente
relacionadas con los cambios en la morfologia 'y en la capacid%d de

agregacion de los eritrocitos conservados.

2-4-2-F-2- Preparacion de los GR conservados .

Se-utilizaron 3 muestras de sangre de dadores aduitos, sanos, de
sexo masculino, anticoaguladas con CPD-Adenina, aimacenadas - en
bolsas plasticas y conservadas a 4°C, en forma de sangre entera. De
cada bolsa se exirajeron 5 alicuotas, una por semana (0, 7, 14, 21, y 28
dias), durante el periodo de conservacion, a través de una puerta estéril.
Los GR se lavaron 3 veces en PBS y se resuspendieron al 20%.

2-4-2-F-3- Reparto
Procedimiento.

El reparto se realizé como en 2-4-2-A-2.
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2-5- RESULTADOS

2-5-A- Reparto de GR sin tratar

La tabla 2-5-A muestra los valores de concentracién de

hemoglobina en la fase superior, la hemoglobina total y el coeficiente de

particion.

Muestras HT HTP P Y Yy
1 8.1 69 86 -
2 78 69 88 -;
3 76 69 91

c 4 78 70 90
5 75 70 93
6 79 71 90
7 30 7.1 89
8 78 7.0 9t
9 81 73 9
10 78 69 89

Tabla 2-5-A- Valores de conceniracién de hemoglobina (g/dl) en la fase superior
{HTP), hemoglobina total (HT), y coeficiente de particion (P) en GR humanos
normales (control)

Los estudios han sido evaluados sobre 10 determinaciones,
resultando el valor de P (media + 1 SD) de 90  1.89.
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2-5-B- _Estudio comparativo del reparto de GR tratados con
diferentes enzimas.

2-5-B-1 Resultados

Los resultados se presentan en las siguientes tablas:

Enzimas

Muestras  Tripsina Bromelina Neuraminidasa Sin tratar-

HT- HIP. P it HIP P HT HTP P HT HTP P

1 16 19 25 80 12 15 81 04 5 81 69 86
2 765 20 76 7.8 1.1 14 78 03 4 7.8 6.9 88
3 1T 21 21 1940912 76 05 6 76 6.9 91
4 80 1.9 24 79 -11 14 81 04-5 7.8-7.0. 90
S 71 16 23 81 13 16 71 04 5 73 79 93

Tabla 2-5-B-1. Valores de concentracién de hemoglobina (g/dl) en la fase superior
(HTP), hemoglobina total (HT), y coeficiente de particion (P) de los GR sin tratar y
tratados con tripsina, bromelina y neuraminidasa.

25+1.58

Tripsina 254045

Bromelina 14+1.48 7.5+0.65

Neuraminidasa 5+0.71 15+1.20

89+2.70

GR sin tratar

Tabla 2-5-B-2 Valores de P y de NeuAc en sobrenadantes de GR tratados
* con distintas enzimas proteoliticas y sin tratar.

oy
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TRIPSINA NEURAM
BROM SIN TRATAR

Tratamiento

Gréfico 2-5-B-3- Efecto de las distintas enzimas proteoliticas sobre el P y el
contenido de AS en los sobrenadantes de GR tratados y sin tratar.

Los valores de P disminuyen en los GR tratados con las distintas
enzimas respecto de los no tratados. El decaimiento de P es mas
marcado en los GR tratados con neuraminidasa que con bromelina y
tripsina. Se observa un incremento del contenido de acido sialico, en los
sobrenadantes de los eritrocitos tratados con las diferentes enzimas,

comparado con los controles sin tratar.

2-5-B-2- Analisis estadistico

Aplicando el test a libre distribucién de Kruskal-Wallis (K-W) se
concluye que existen diferencias en los valores de P de los GR
sometidos a distinto tratamiento enzimatico con un valor de estadistica
de 10.38 y una probabilidad asociada de 0.015. Para estudiar las
diferencias o equivalencias entre los efectos de las distintas enzimas
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sobre el coeficiente de reparto, P, se aplico el test de comparaciones
muitiples basado en las sumas de rangos de Kruskal-Wallis. La
diferencia mas significativa se da entre los GR tratados con
neuraminidasa y ios GR no tratados (p < 0.01).

Aplicando el Test de Kruskal-Wallis se concluye que existen
diferencias significativas en los valores de Acido Sialico por efecto de las
enzimas. Las diferencias entre las enzimas Bromelina y neuraminidasa

son altamente significativas (p < 0.01).

2-5-B-3- Discusion de los resuitados:

'Ei tratamiento enzimatico de los eritrocitos, es quimican%ente
expresado por la eliminacion del &cido sidlico, produciende una
modificacién en ias propiedades de carga superficial eritrocitaria dcorde
a la acci6n de cada enzima.

Una disminucién en el P, por degradacion del contenido de acido
sialico de la membrana, es observado en los eritrocitos tratados con las
diferentes enzimas, comparados con {os controles no iratados.
Concomitantemente un aumento del AS liberado se observa en los
sobrenadantes.

Comparando los valores de P y de AS, se observa una estricta
corretacion inversa entre ambos parametros que se interpretan como una

disminucion de la carga en la membrana.

Esta disminucion del P refleja:
v' variaciones a nivel del glicocdlix de las células rojas y
v la remocidén de una porcidn de acido sidlico de la membrana.
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2-5-C- Estudio comparativo del reparto de GR incubados a

distintos tiempos con tripsina
2-5-C-1- Resultados:

Los resultados se expresan en las siguientes tablas:

Duracion del tratamiento con Tripsina

Muestras sin tratar 15min. 30 min. 60min

HI HFP P  HI HIP P HE HTP P HT HTP P

789 71 90 76 58 76 80 20 25 81 09 11
8- 71 91 8062 78 . 78..19 24 78 08 10
770 99 81 61 5 79 20:26 76 09 12
80 7.1 89 7958 7% TS5 V7 23 79 O6F. 9
78 69 88 81 62 76 77 1925 -80 08 10

(O I VS T S

Tabla 2-5-C-1. Valores de concentracién de hemoglobina (g/dl) en la fase superior(HTP)
hemoglobina total (HT), y coeficiente de particion (P) de GR sin tratar y tratados con

tripsina a distinto tiempo de incubacion.

15 minutos 76+1.48
30 minutos 25+1 15 2.5+0.45

60 minutos 10+1.14 5.5+0.85

90+1.58

sin tratar

.

Tabla 2-5-C-2- Valores de P y de AS liberado de GR sin tratar y
tratados con tripsina a distintos tiempos de incubacion.
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sin tratar 30 min.
16 min. 60 min.

Grafico 2-5-C. Representacion del acido sialico y del P en funcion de la
duracion del tratamiento enzimatico.

Se observa un incremento del contenido de &acido sidlico en los
sobrenadantes de los eritrocitos tratados con tripsina, comparado con
los controles sin tratar. Los eritrocitos tratados 15 min. no muestran
cambios significativos comparados con el control sin tratar. Se observa
un progresivo incremento en el contenido de acido sidlico debido al
tratamiento con tripsina, el cual es efectivamente completo a la hora de

incubacion.

2-5-C-2- Analisis estadistico

Aplicando el test de Kruskal-Wallis, se concluye que existen
diferencias significativas entre los valores de P, para los distintos
tiempos de incubacion, y el grupo control con valores de estadistica de
10.38 y p de 0.015.

Para identificar los tiempos que ocasionan diferencias, se aplicé el
test de comparaciones multiples, basado en las sumas de rangos de
Krusbal-Wallis, observando que las diferencias en los valores de P, para

60min. y sin tratar, son altamente significativas p < 0.01. Se concluye
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ademas que existen diferencias en los valores de acido sidlico entre ante
los distintos tiempos de accién de tripsina con valores de Estad.= 7.2 y
p=0.027.

El estudio de asociacion de las variables P y acido sialico, fue
realizado por la correlacién de Pearson la cual muestra un coeficiente de
correlacion inverso significativo de -0.8958 y una probabilidad asociada
de p +0.0001.

2-5-C-3- Discusion de los resultados:

La accion proteolitica de la tripsina, “muestra un aumento
progresivo con el tiempo que se hace significativo a partir de los 15 mir y
se compietaria a la hora de incubacién. ' -

Las variaciones de P y de AS se correlacionan inversamente
(coef. de correlac. inverso significativo de -0.8958 y una p +0.0001), de
forma tal que al aumentar el AS liberado con el tiempo de accién de la

enzima, los valores de P decrecen.

2-5-D-_Estudio comparativo del reparto de GR modificados
por accién del anticuerpo anti-M

2-5-D-1- Resultados
Los resultados se expresan en las siguientes tablas:

Fenotipos

Muesiras MM MN NN

HT HTP P HT HTP P HT HTP P
1 76 27 36 80 45 56 81 69 89
2 76 29 38 78 35 45 78 69 89
3 84 25 130 7% 39 49 76 69 85
4 84 26 37 79 43 54 81 55 78
5 71 26 37 81 45 56 71 55 78

Tabla 2-5-D-1. Valores de concentracion de hemogiobina (g/di) en la fase top (HTP),
hemoglobina total (HT), y coeficiente de particién (P} de GR de fenotipos MM, MN, y
NN, tratados con anti-M
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La tabla 2-5-D-1 muestra, los valores de concentracion de
hemoglobina en la fase superior, la hemoglobina total y el coeficiente de
particion. Esto ha sido evaluado 5 veces con muestras de los tres
fenotipos (MN; MM; NN). El fenotipo NN ha sido considerado como el

control negativo, dado que no reacciona con antisuero anti-M.

_ 3400+418 | 49.20+5.89 81.9045.00

Tabla 2-5-D-2 Coeficiente de Particién (media + 1 SD) de eritrocitos tratados
con anti M.

Los valores de coeficiente de Particion son marcadamente
menores para los fenotipos MM y MN que para el fenotipo NN.

2-5-D-2- Analisis estadistico

Las medias de los valores y las desviaciones standard del
coeficiente de particion se describen en la Tabla 2-5-D-2.

Por aplicacion del test de Kruskall-Wallis, se han encontrado
diferencias significativas entre los coeficientes de particion de cada
fenotipo (p=0.0019) . Usando la comparacién multiple, basada en la
suma de rangos del test de Kruskall-Wallis , se puede concluir que las
diferencias entre los fenotipos MM y NN, son altamente significativas
(0.05), pero las diferencias son moderadamente significativas, cuanda el
fenotipo MN es comparado con los otros dos fenotipos (MN y NN) (p <
0.10).

2-5-D-3- Discusion de los resultados:
El antisuero disminuye el coeficiente de particion de las células

MM y MN con respecto al control (células NN).
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Estos resultados muestran que la particion en un sistema bifasico
de polimeros, distingue poblaciones de eritrocitos modificados y no
modificados. Esto podria interpretarse como consecuencia de una
reduccion en la carga de los eritrocitos que tienen antigeno M por unién
del anticuerpo especifico.

La diferencia del P entre los GR portadores del antigeno M con
distinto fenotipo, podria atribuirse a un efecto de densidad antigénica M.

2-5-E- Estudio comparativo del reparto de GR de distintas

especies
2-5-E-1- Resultados

Los resultados obtenidos se expresan en las siguientes tablas:

ESPECIE de GR

Muestrass  HUMANO RATA CARNERO CONEJO

HT HiP- P HEI: HIr P 5 By HY HIP-P

72 ey e 82 79 9% 3.k 66 8 80 49 61
T4 69 >0 78 7394 78 635 8 79 47 60
g B TE-TD 95 7.6...65. 83 78 48 62
4 17 -9 19 1.7 98 81 64 79 82 48 59
# 5L s b 5T 8.0 7.7 -9 £ 0 S 5 L 8151 763

L R S

Tabla 2-5-E-1. Valores de concentracién de hemogiobina (g/di} en la fase top
(HTP), hemoglobina total (HT) y coeficiente de particién (P) para GR de distintas
especies.

P lo0o:0mlssosrdd lorasaseloriise

Tabla 2-5-E-2- Valores de P para eritrocitos de distintas especies.
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Los resultados muestran diferencias en la carga superficial
eritrocitaria de las distintas especies estudiadas, podemos observar que
los eritrocitos-de carnero-y conejo tienen una carga superficial menor que

los eritrocitos humanos, siendo levemente superior para los GR de rata.

2-5-E-2- Analisis estadistico o

Para ver si existen diferencias en los valores de P, para eri_tfocitos
de distintas especies se aplicd el test de Kruskal-Wallis, obteniéhdese
una Estad. de 10.38 con una p=0.015, por lo tanto, se concluye que
existen diferencias significativas.- Aplicando el test de comparac[éﬁes
multiples, basado en las sumas de rangos, la mayor diferencia ¥ da

entre ratas y conejos p <0.01.

2-5-E-3- Discusién de los resultados
Se obtuvieron valores de P significativamente diferentes. para-las

distintas especies estudiadas con respecto a los GR humanos. Tales
diferencias podrian atribuirse a variaciones- en-la carga- superficial de la

membrana eritrocitaria.

2-5-F-Estudio comparativo del reparto de GR conservades.
2-5-F-1- Resultados
Los resultados se presentan en las siguientes tablas:

TIEMPO DE CONSERVACION (DIAS)

0 7 14 21 28

M HT HTP P HT HTPP° HT HTP P HT HTP'P HT HTP P

75 70 93 75 57 76 80 53 66 B1 37 46 80 31 139
78 70 9% 78 60 78 78 51 65 7.8 35 45 79 32 41
76 69 91 84 63 75 79 50 64 76 33 44 78 31 40
78 69 88 83 60 73 79 49 62 81 38 47 7.7 30 39
81 69 8 78 57 73 81 51 63 7.1 34 48 81 29 37

LA e i D —

Tabla 2-5-F-1. Valores de concentracion de hemogiobina (g/di} en la fase top (HTP),

hemoglobina total (HT), y coeficiente de particion (P) de GR de muestras de uso
fransfusional a distintos tiempos de conservacion.
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Se observa una disminucién de los valores de P al transcurrir el
tiempo de conservacion, indicando cambios en las propiedades de carga
superficial de la membrana eritrocitaria.

Tabla 2-5-F-2- Valores de P de GR de muestras de uso tranfusional a
distintos tiempos de conservacién.

2-5-F-2- Analisis estadistico

Para estudiar el efecto del tiempo de conservacion sobre el valor
de P se aplico el test de Kruskall-Wallis. El valor de |la estadistica es
10.38 y su probabilidad asociada 0.015. Se concluye que existen
diferencias significativas.

Aplicando el test de comparaciones multiples, basado en la suma
de rangos de P, se concluye que las diferencias entre 7 y 28 dias son
altamente significativas p < 0.01.

2-5-F-3- Discusion de los resultados

En el curso de la conservacion los- GR sufren modificaciones en
sus propiedades bioquimicas y reolégicas.

Se obtuvo una disminucion progresiva y significativa en los
valores de P con el transcurso del tiempo de conservacion. Estos
resultados ponen de manifiesto alteraciones de membrana relacionadas
con la carga.
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CAPITULO 3

METODOS PARA ESTUDIAR
LA AGREGACION ERITROCITARIA. -
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3- METODOS PARA ESTUDIAR
LA AGREGACION ERITROCITARIA

* La formacién de agregados es influenciada por:

v' factores asociados a las células
* disminucién del nivel de acido sidlico de la membrana -
carga superficial
» deformabilidad

v'  factores extracelulares
¢ aumento de inmunogiobulinas, de fibrindgeno
» altos niveles de globulinas plasméticas sobre la superficie
celular
* temperatura
s pH
 osmolaridad
+ fuerza ionica del medio extracelular

El flujo en pequefios vasos es sensible al tamario y forma de ios
agregados. Las estructuras agregadas influyen sobre la resistencia
microvascuiar al flujo sanguineo. Cuando el agregado es -de tamafio
comparable al diametro del microvaso, se crea una situaciéon de flujo
complicada. Asi, la morfologia de los agregados definen el pape! de la
agregacién en la microcirculacion.
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La forma de los agregados esta relacionada a la deformabilidad
delos GR.

Cuando dos eritrocitos -colisionan, en el punto de union de los
mismos, se desarrolla un contacto superﬁcie-sﬁperficie por rotacién de
la membrana sobre si misma y movimiento de giro de las -déiulas unidas,
formandose un “roufeaux”.

Cuando la deformabilidad de las células unidas es reducida, la
colision intercelular se altera, y se forma un agregado irregular. La
morfologia del agregado refleja la deformabilidad celular y la intérac(éi?n

celular. Su cuantificacién da ofra caracteristica de agregabilidad de los
GR140-142-144-145-162 '

+

3-1- TECNICAS PARA ESTUDIAR
LA_AGREGACION ERITROCITARIA.

Varias -técnicas-han- sido desarroliadas para detectar y cuantificar

la agregacion eritrocitaria'¥’. Algunas de ios métodos, basados en

diferentes principios, son presentados en este capitulo.

3-1-1 Velocidad de eriirosedimentacién.

La velocidad de eritrosedimentacién es uno de los- primeros
métodos utilizados para la cuantificacion de |a agregacion eritrocitaria.

Segun Fahraeus'® | la causa del incremento de la sedimentacion
es la adhesion reversible de les GR. El praceso de sedimentacion
depende de factores plasmaticos y celulares.

El método de referencia usado para esta determinacion, es la
técnica de Westergren'®. Este proceso consiste en colocar sangre
anticoagulada en un tubo de diametro standard, y medir, a distintos

intervalos de tiempo, la altura del plasma sobrenadante.
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3-1-2 Analisis de imagenes microscopicas.

« ElI grado de la agregacion eritrocitaria es determinado por
comparacion de las microfotografias registradas de una
suspension de eritrocitos en plasma y una suspensién de
eritrocitos en una solucion de Ringer-albumina a un Hto del 1%.

El indice microscopico de agregacién. (MAi)_es calculado por la
siguiente relacién:
L

MAI= nimero de células en solucién Ringer-albimina / nimero de agregados

en plasma u otro medio agregante.

t

En ausencia de agregacion, MAl es igual a 1.

» Shiga y Maeda'', determinan la agregacion de GR utilizando un
réoscopio, instrumento disefiado por Schmid-Schénbeinl‘m“‘@”“.
El reoscopio, representado en la Fig. 2-1-2-A, consisie en un
viscosimetro cono-plato transparente de escaso espesor, montado
en un microscopio invertido. El cono y el plato giran a la misma
velocidad perc en sentido opuesto, generando, en la bisectriz del
‘angulo cono-plato, un campo de tensiones de corte sobre la
célula, sin desplazamiento, lo que permite la observacion directa -
del proceso. Dependiendo de las condiciones de trabajo, fijando
una velocidad de corte (shear rate, SR) dada, el instrumento
proporciona datos de agregacion, analizando las imagenes
registradas.

Este método permitid descubrir el movimiento de “tank treading”, el

que ha sido documentado por Schmid Schénbein and col'42.
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' Rheoscope’

[]
Viscometer Yideow -
Somary | tmoge 14
M oralyzer
»el Di’*
o

S

Computer 'AVI{ '

Figura 2-1-2-A. Diagrama esquematico del reoscopio !

Chen y col'® desarrollaron un sistema para la observacion directa
de GR bajo condiciones de flujo controlado, en una camara
termostatizada, similar a la que se utilizd en nuestras trabajos
experimentales. El sistema se representa en la Fig. 2-1-2-B.

El flujo a través de la camara es inducido aplicando una diferencia
de presion, que produce una tension de corte (shear stress, SS)
que varia desde cero a 2 dyn/cm?. Bajo estas condiciones las
células forman una capa de ‘rouleaux”, los cuales ruedan de
manera tal que su eje mas largo se orienta perpendicularmente a
la direccién del flujo. La cinética de formacién del agregado se
estudia monitoriando el proceso.
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IMAGE
MONITOR COMPUTER

Figura 2-1-2-B. Diagrama esquematico del sistema computarizado para
determinar la agregacion 132

3-1-3 Transmisién y retrodifusién de la juz 3%

La transmision de la luz a través de suspensiones de GR varia de
acuerdo al gradiente de deformacion (SR). En la ausencia de agregados
el cambio en el componente luminico transmitido se debe a la orientacién
y deformacion celular. - La agregacion de eritrocitos influye
significativamente este fendmeno. Varias técnicas basadas en este
principio han sido desarroiladas, entre ellas el agregdmetro fotométrico
Myrenne. Este consiste en un viscosimetro cono-plato transparente que
apiica un alto SR a una suspensién de eritrocitos. La rotacion es
detenida subitamente y un dispositivo fotoeléctrico registra la intensidad
de un haz laser transmitida por la suspension. E| instrumento integra la
curva de intensidad de luz transmitida durante los 10. segundos
posteriores al detenimiento y calcula un indice conocido como Indice de
Agregacion.

También han sido desarrollados varios instrumentos autométicos
para medir la agregacion eritrocitaria por retrodifusion iaser, el
Eritroagregémetro Regulest, el L.O.R.C.A. (Analizador celular rotacional
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éptico iaser), entre otros. El LO.R.C.A permite medir automaticamente
la agregacion eritrocitaria por difractometria laser. El haz laser atraviesa
la suspension de GR y la intensidad de la luz retrodifundida (back
scattered) es medida por censores fotosléctricos.

3-1-4 Eco-ultrasénico 135-136-137.

Una de las dificultades asociadas con la intensidad luminica
transmitida, es que puede ser sélo aplicada a muestras de sangre ‘COn
Hto normal o bajo, por la alta absorcidén de luz inducida por la sangre.\:"En
contraste con esto, la técnica basada en eco-ultrasdnico puede ser
aplicada a grandes suspensionas de muestra y con varios Htos. La éeﬁal
de esparcimiento ultrasdnica para la sangre es una funcidn de la
frecuencia del haz ultrasdnice incidente, del volumen de células, de la
densidad de GR y plasma, del Hto y de un factor de compactacién el
cual depende de la interaccion entre ias células.

3-2 ESTIMACION CUANTITATIVA DE LA MORFOLOGIA DE
LOS AGREGADOS_ERITROCITARIOS.

Un alto nimero de intentos fueron hechos para evaluar la
morfologia de los agregadoé de GR, directa & indirectamente %,

Entre los distintos métodos utilizados para estudiar la égregacién
eritrocitaria, hemos elegido para este trabajo de tesis, la deterfninacién

dei ASP ( RBC aggregate shapé parameter) .
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3-2-1-_ASP:

Parametro de la forma de ios agregados de los gidbulos rojos.

La morfologia de los agregados es caracterizada por un parametro
adimensional definido por la siguiente ecuacion:

ASP=4.7n.A | P?

Donde: g

L

. A es el area proyectada del agregado E
. P es el perimetro proyectado de! agregado

Donde un circulo tiene la maxima relacién Area / Perimetro. Los
valores de ASP variande O a 1.

ASP=0.68 ASP=0.25 ASP=04
GR sélo Rouleatx Cluster

o B &8

Figura 3-2-1-1- Representacion esquemética de! “rouleaux” y del ‘cluster”

Como se muestra en la Figura 3-2-1-1, un agregado globular tiene
un ASP aproximado a 1, cuanto mas largo es el agregado, mas baijo es el
ASP. La agregacién de GR, es un parametro fundamental para la
comprension .de las propiedades reoldgicas de la sangre 47,
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3-2-2- OBJETIVOS

Estudiaf por visualizaciébn microscopica directa, Ia morfologia
de los agregados de GR:
* A- Sin tratar
» B- Tratados con enzimas
* (- Glicosilados
¢ D- de diabéticos
+ E-de hipertensos

3-2-3-_MATERIALES

3-2-3-1- REACTIVOS

-Buffer fosfato (PBS) pH 7.4.
Na:PO4H.12H,0 27.21 g/l NaaPO4. 2H20 2.43 g

- Glucosa Cicarelli PM 198.17 Lote 161

~-Tripsina de pancreas porcino Sigma Lot. 70H0439, actividad
1.130 BAEE un!t/mg sélido {11,3U/10ml),

-2~4 dimetil amino benzaldehido (Merk' Art. 103058, Iot.
002596112498)

-3-2-3-2- MATERIAL BIOLOGICO

Se trabajé con muestras de sangre provenientes de:

- 40 dadores normales del Servicio de Hemoterapia,

- 36 pacientes diabéticos insulino-dependientes y no insulino-
dependientes, con microangiopatia diabética, derivados del Servicio de
Oftalmologia del Hospital Provincial del Centenario y

- 20 pacientes con hipertensién esencial provenientes del Servicio
de Clinica Médica del Hospital Provincial del Centenario.
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La sangre, fue extraida por puncién venosa, anticoagutada con
EDTA y centrifugada para separar los GR del plasma. Los hematies

separados, fueron resuspendidos al 2% en plasma autdlogo.

3-2-3-3- INSTRUMENTAL
El estudio de la morfologia de los agregados se realizd por

analisis de imagenes digitalizadas.

Las pobiaciones de GR fueron visualizadas por un microsq_c'_‘).pio
optico invertido (Union Optical Tokyo) (aumento 10 x40). Las imégééxes
fueron registradas por una video camara (Sony) y digitalizadas por un
equipo computarizado con un procesador de imagen con sofware IPP
PLUS 2.1.

Se trazd el perimetro y area proyectada de los agregados, se
almacenaron los datos en la PC, se procesaron numericamente y por

Gltimo se calculd el valor de redondez de cada agregado analizado.

3-2-4- METODO
- 3-2-4-A- ESTUDIO DE LA MORFOLOGIA
DE LOS AGREGADOS DE GR SIN TRATAMIENTO PREVIO

La suspension de GR preparada en un tubo, fue suavemente

homogeneizada, mediante 30 inversiones lentas, e inmediatamente,
colocada en el portaobjetos excavado. El porta'fue colocado sobre la
platina del microscopio invertido. Luego de 2 minutos de reposo, fueron
tomadas las microfotografias de los agregados eritrocitarios. El agregado
fue analizado por tamafio, redondez, area y perimetro proyectado.

Los valores de ASP resultan del promedio correspondiente a los

agregados observados en 5 campos distintos.

120



‘tripsina a distintos tiempos de incubacion.

Capitulo 3 Métodos para estudiar la agregacién.

3-2-4-B _ESTUDIO DE LA MORFOLOGIA
DE LOS AGREGADOS DE GR TRATADOS CON ENZIMAS!'S

En condiciones anormales, los GR forman agregados irregulares.

Tales alteraciones pueden surgir de factores celulares o extracelulares.
El estudio de factores celulares que inciden en la agregacion

eritrocitaria, fue modelizado a través -de la digestion del glicocélix con

3-2-4-B-1-Tratamiento enzimatico de los GR' AR

Procedimiento

Las suspensiones de GR fueron fraccionadas en 4 alicuotas. Una
de ellas sin tratar fue tomada como muestra control. Se adiciond tripsina
a una concentracion de 5 mg/ml-de céluias rojas, a las otras 3 aticuotas y
se incubaron a 37°C por 15, 30 y 60 min. Luego de la incubacién, cada
alicuota fue inmediatamente centrifugada por 5'min., los sobrenadantes
fueron removidos y las células rojas lavadas 3 veces con PBS para
obtener-una suspension libre de fripsina. -

Se prepararon suspensiones de GR al 2% en plasma autélogo.

Luego se realizd la observacion microscopica y el estudio de los
agregados de la misma manera que en 3-2-4-A,

En los sobrenadantes * de |las muestras tratadas se determind el

acido sidlico por fa técnica de Erlich, descripta en el capitulo anterior

(2-22-B-3).
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3-2-4-C- ESTUDIO DE LA MORFOLOGIA
DE LOS AGREGADOS DE GR_GLICOSILADOS

El proceso de glicosilacién no-enzimatica de proteinas involucra

~ también a proteinas de ta membrana eritrocitaria. Altos niveles de
glicosilacion de proteinas membranales son encontrados en diabéticos.
Las proteinas mas glicosiladas son glicoforina A y Banda 3 149-1.

En la incubacién in vitro fueron usadas concentraciones de
giucosa no fisiologicas (5%-10%), éstas fueron elegidas para acel&n___af la
glicosilacion no-enzimatica que depende del ttempo de exposici;')n con
glucosa. Largos tiempos de incubacién & altas concentraciones de
glucosa pueden alterar |a integridad y ﬂuidez de la membrana
eritrocitaria y como consecuencia sus propiedades hemorreoidgicas .

3-2-4-C-1- Glicosilacién de GR
Procedimiento
Los GR empaquetados se lavaron tres veces con PBS. Luego
fueron separados y divididos en tres alicuotas. Una se tomé como control
y las otras dos, fueron diluidas al 10% e incubadas 2 hs a 37°C con
soluciones de glucosa en PBS al 5% P/V, 10% PN/, respectivamente.
El estudio de los agregados se realizé de la misma manera gue en
324-A |

3-2-4-D- ESTUDIO DE LA MORFOLOGIA
DE LOS AGREGADOS DE GR DE DIABETICQS 16+ 1%-166
La patogénesis de la microangiopatia diabética ha sido
estrechamente vinculada con anormalidades del flujo sanguineo por
hiperviscosidad e hiperagregacion eritrocitaria 146-15!-152-153-154-155-157-158
Con el objeto de investigar la agregacién eritrocitaria se
estudiaron 36 pacientes diabéticos aplicando para ello el ASP.
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[Las muesiras se procesaron de la misma manera que en jas

experiencias anteriores (3-2-4-A).

3-2-4-E- ESTUDIO DE LA MORFOLOGIA
DE LOS AGREGADOS DE GR DE HIPERTENSOS.

Durante la hipertension arterial esencial y secundaria, es posible

observar cambios en la microcirculacidén, asociados con una reduccién
en la oxigenacion tisular debido en parte a cambios hemorrecldgicos
como incremento de la viscosidad sanguinea, hiperagregacion, entre
otrog 156-15-160-161

Con el objetivo de investigar la agregacion eritrocitaria': se
estudiaron 20 pacientes con hipertension esencial, aplicando para ello el
ASP. Las muestras se procesaron de la misma manera que en las

experiencias anteridres (3-2-4-A).

3-2-5- RESULTADOS

3-2-5-A- ESTUDIO DE LA MORFOLOGIA
DE LOS AGREGADOS DE GR SIN TRATAMIENTO PREVIO.

Los valores de ASP han sido evaluados sobre un n= 40,

resultando el valor de media = 0.25 y 0.05 el desvio standard.

N | A P ASP | N° | A P ASP | N° | A P ASP | N 1 A P ASP
1 847 206 | 0.25 [ 11 | 828 200 ) 026 321 [ 718 19 | 025 {31 [ 708 ¢ 185 | 0.26
2 635 163 | 0.3 12 | 836 205 | 025 22 | 749 198 | 0.24 ; 32 | 617 ; 202 [ 0.19
3 232 202 | 6.37 | 13 | 650 165 1 0.3 23 | 706 178 | 028 [ 33 [ 626 | 209 | 018
4 556 178 | 0.22 | 14 | 919 203 3 0328 | 24 | 633 135 103 34 | 882 | 189 | 931
3 494 168 1 037 1 15 | 811 206 1024 125 | 932 | 256 | 0.18 | 35 | 497 | 204 | 0.15
[ 961 204 | 0.29 | 16 | 492 178 1022 | 26 | B45 [ 202 [ 026 | 36 | 933 | 201 | 0.29
7 {83 205 |1 025 | 17 § Tt 185 | 0.25 | 27 | 436 151 | 024 | 37 | 654 | 159 | 0.22
2 616 214 | 0.12 | 18 } 387 ° 136 102 |28 | 933 | 201 | 029 | 38 [ 772 | 201 | 0.24
9 T2 197 | 025 | 19 | 98% 197 1032129 [ 984 1203 (03 ;39 | 845 | 206 [ 0.25
10 | 860 200 § 0.27 | 20 | 997 200 | 031} 30 | 473 187 | 0.17 § 40 | 828 | 200 | 0.26

Tabla 3-2-5-A. Valores de area (A um?), perimetro (P um) y ASP de agregados de GR
sin tratar para n=40 .
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3-2-5-B- ESTUDIO DE LA MORFOLOGIA
DE LOS AGREGADOS DE GR TRIPSINAQQS

3-2-5-B-1- Resultados

En- la- figura 3-2-6-B, se-presentanlas  microfotografias- de las

imagenes correspondientes a los GR sin tratar y tripsinados a distintos
tiempos-de-incubacion.

- .o .

F. ] i Q ' . £
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S q F ot . B
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A ! .

GR sin tratar resusp. en plasma autologo

GR tripsinados 30 min resusp. en plasma autdlogo. GR tripsinados 60 min.resusp, en plasma autélogo.

Figura 3-2-5-B. Microfotografia de los agregados de GR tripsinados a-distinfos tiempos
de incubacion

Los- resultados  de ASP de los- agregados-de GR sin tratar y
fripsinados a distintos tiempos de incubacidén y el AS liberado, se
presentan enla siguiente tabla: ..
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sin tratar

0.25 £ 0.05

tripsinados 15 min

0.5+0.08

0.45 £ 0.04

tripsinados 30 min

25+0.21

0.60 + 0.06

tripsinados 60 min

55+049

0.70 £ 0.08

Tabla 3-2-5-B. Valores de ASP y AS liberado de GR sin tratar y tripsinados a
distintos tiempos de incubacién.

En la Tabla 3-2-5-B se observa un aumento progresivo en ambos

parametros con el tiempo de incubacion.

Graficando (Graf. 3-2-5-B) los valores de AS y ASP con respecto a
los tiempos de tratamiento enzimatico, se observa un aumento

progresivo en ambos parametros.

"t 18
0.6 : R ) A
051 ot
> - | E A.S.
2 0.4 398 ase
0 E ——
SR A <L
0.3 -
0.2
0.1 3
SIT 15 min. 30 min. 60 min.
Tratamiento de GR con tripsina

Gréfico 3-2-5-B. Representacion de ASP y Acido Siélico (AS) segun el tiempo de
tripsinacion de GR.
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3-2-5-B-2- Analisis estadistico
El estudio de asociacion de ambos- parémetros (AS y ASP) fue

realizado por el coeficiente de correlacion de Pearson el cual muestra un
valor de correlacion directo fuertemente- significativo de 0.8830 y una
probabilidad asociada de p+0.0001.

3-2-5-B- Discusi6n de los resultados:
El ASP es una medida cuantitativa de la morfologia de los

agregados-eritroeitarios.

Al aumentar ef tiempo de incubacion de la-tripsina  con los GR se
produce una desializacion progresiva de la membrana evidenciada por el
aumento del AS liberado. Como consecuencia de ello- se observa la
formacion de clusters que llevan a valores progresivamente aumentados
det ASP.

La morfologia del agregado es caracteristica del agente agregante
y de las propiedades estructurales celulares.

El ASP da una idea clara de alteraciones en el patrén de la

morfologia de los agregados de GR sometidos a digestion del glicocélix.

3-2-5-C- ESTUDIO DE LA MORFOLOGIA
DE LOS AGREGADOS DE GR GLICOSILADOS
3-2-5-C-1- Resultados
Los valores-de ASP de los agregados de los-GR sin tratar y-glicosilados

se presentan en la siguiente tabla:

GR / ST - Control
GR glicosilados al 5%

'GR glicosilados al 10%
Tabta 3-2-5-C. Valores de ASP de suspensiones de GR sin tratar y glicosr‘!adps.
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Los resultados muestran valores de ASP aumentados para los GR

glicosilados respecto de los controles.

3-2-5-C-2- Analisis estadistico.

Los valores de ASP son marcadamente mayores para los GR
glicosilados al 5% (0.55) y 10% (0.72) que para los controles sin tratar
(0.28).

Usando el test de comparaciones muiitiples, basado en la suma de
rangos del test de Kruskall-Wallis se puede concluir que las diferencias
entre control sin tratar y glicosilados al 10% son altamente significativos
(p<0.00001), pero las diferencias son moderadamente significativas
cuando los controles sin tratar son comparados con los GR glicbsi}ados
al 5%.

3-2-5-C-3- Discusion de los resuitados

Los resultados sugieren que la glicosilacién de la membrana
determina un aumento de la agregacion eritrocitaria relacionado con
cambios en la estructura y propiedades de la misma.

La glicosilacibn no-enzimética puede ayudar a dilucidar la
hipétesis que explica parcialmente la alteracién de los parametros
hemorreologicos caracteristicos de diabéticos bajo mal control

metabc')lICO §50-155-157. .

3-2-5-D- ESTUDIO DE LA MORFOLOGIA

DE_LOS AGREGADOS DE GR DE DIABETICOS

3-2-5-D-1- Resuitados

En la figura 3-2-5-D se muestran las imagenes digitatizadas de los

agregados eritrocitarios de un paciente diabético y un individuo normal.

™)
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Agregados de GR de diabético Agregados de GR normales

Figura 3-2-5-D. En la imagen digitalizada correspondiente a los agregados de
GR del paciente diabético (imagen de la izquierda) aparecen formas esferoidales,
mientras que en el sujeto sano, predominan los agregados de GR cilindricos tipicos que

conforman el rouleaux.

Los valores de ASP de GR normales y de diabéticos se presentan

en la siguiente tabla:

0.28 £0.15
0.65 +0.18

GR Normales
GR Diabeticos

Tabla 3-2-5-D- Valores de ASP de GR de pacientes normales y diabéticos.

3-2-5-D-2- Analisis estadistico-

Los estudios estadisticos fueron realizados aplicando el test de
Mann-Whitney.

Los valores de- ASP resultaron  significativamente mayores en

pacientes diabéticos que en individuos normales con p< 0.00001.
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3-2-5-D-3- Discusién de los resultados:

El incremento de la agregacién en diabéticos podria atribuirse a la
desializacién de la GPA, portadora de la carga - mayoritaria de |a
membrana del GR. La glicosilacién no-enzimética de proteinas de
membrana de GR podria ser otro factor responsable de- la
hiperagregabilidad eritrocitaria en diabéticos.

Este parametro ha demostrado ser una herramienta (til para
medir desviaciones en la morfologia de los agregados en estados de
enfermedad.

3-2-5-E- ESTUDIO DE LA MORFOLOGIA-
DE LOS AGREGADOS DE GR DE HIPERTENSOS'56

3-2-5-E-1- Resuitados
Los- resultados- de ASP de GR de pacientes normales e

hipertensos se presentan en la siguiente tabla.

0.28 +0.15
0.69 +0.19

Tabla 3-2-5-2- Valores de ASP de GR de pacientes normales e hipertensos.

GR Normales
GR Hipertensos

3-2-5-E-2- Andlisis estadistico

Se hicieron ensayos de comparacion de dos muestras
independientes-usando la estadistica t de student.

Los pacientes hipertensos presenta;on valores de ASP
significativamente mayores que los individuos normales (p<0.00001).

3-2-5-E-3- Discusién de los resultados
El aumento de la agregacion de los: GR- de los. pacientes
hipertensos puede deberse a factores celulares (desializacion de la
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membrana eritrocitaria) 6 bien a factores plasmaticos (aumento de

fibrindgeno ¢ de inmunoglobulinas)e-160.
La determinacién de ASP en pacientes con hipertension arterial

aportan datos acerca del patron de agregacion en esta patologia.

A
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CAPITULO 4

ADHESION CELULAR
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4- EL FENOMENO DE ADHESION CELULAR:

- La adhesién celular esta involucrada en varios procesos, tales
como:
desarrollo celular
respuesta inmune (transplante)
homing de linfocitos
cancer

enfermedad inflamatoria

b N N N N

reparacion de lesiones, etc.

'Todas las células de la sangre son capaces de adherirse a las
células endotefiales: por e GR, L y Pq. Séiamente el mecanismo de
adhesién de L. esta precisamente identificado, donde el mismo aparece
como un paso obligado para el transito leucocitario. Las citoquinas
(inflamacién) y derivados del oxigeno libre (hipoxia e isguemia) son los
factores disparadores de este proceso. La adhesién inestable, dada por
selectinas y PAF, es el primer paso, seguido por la adhesién estable,
ligada a las familias de moléculas de adhesion ICAM, VECAM .

Recientemente se demostré que las plaquetas son atraidas por
PECAM y P-selectinas sobre las células endoteliales, en condiciones
especiales.

Es poco conocido el mecanismo de la adhesidon de GR a las
células endoteliales, donde estan involucradas ias moléculas de
adhesion VLA-4 y VECAM para las células jovenes y productos
glicosilados © neoestructuras de membrana en condiciones patolégicas.

Las moléculas de adhesion expresadas sobre la superficie de las
células endoteliales (en vénulas poscapilares), L, Pq y GR sirven para
comprender ordenadamente la secuencia de las interacciones

célula-célula .
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Estas interacciones de adhesidn son reguladas por {a activacion

secuencial de diferentes familias de moiéculas de adhesidon expresadas

sobre |a superficie de L, Pq, GR y células endoteliales.

Las moleculas de superficie celular involucradas en la adhesidn

pueden pertenecer a uno de los 6 grupos siguientes y cada uno tiene

funciones especializadas:

1.
2.
3.

Selectinas.

Integrinas.

Miembro de la superfamilia de inmunoglobulinas

{IGSF: Inmunogiobulin superfamily) t i
Metaloproteinasas de la matriz (MMPs: Matrix metalloproteinases)
Cadherinas i

Moléculas de CD44

. Selectinas: Las selectinas, designadas como L-, P- vy

E-selectinas, representan una familia de receptores expresados
sobre leucocitos (L), ptagquetas (P) y células endoteliales o células
endoteliales sélamente (E). Las E-selectinas son eXpresadas en
respuesta a endotoxinas y citoquinas -1 y TNF. Las P-selectinas

estdn conservadas en granulos de células endoteliales y

plaquetas y son movilizadas hacia la superficie celular en

respuesta a trombina, histamina y citokinas. Estas glicoproteinas
son una familia simple porque elias tienen una estructura mosaico
consistente en una cadena hidrocarbonada con un grupo-NH2
terminal, un factor dominante epidérmico, una serie de dos a
nueve secuencias proteicas repetidas similares que unen
complemento, un dominio transmembranal y un pequefio dominio

C- terminal citoplasmatico.
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Estudios usando selectinas quiméricas indican que tanto, [a
cadena hidrocarbonada como el factor epidérmico dominante,
estan diréctamente involucrados en la adhesion celular y deben
determinar la especificidad de la unién del ligando. E! mayor
ligando para la tres selectinas son los tetrasacdridos sializados

Lewis X y Lewis A.

2. Integrinas: |las integrinas son proteinas heterodimeras formadas
por subunidades a y 8 asociadas covalentemente. Se encuentrbn
predominantemente sobre la superficie de L y también en las Pq.
Las integrinas se activan por medio de un cambio en'su
conformacién. Hasta el presente son conocidas 15 cadenas «. y8 -
cadenas B. Los L pueden expresar 13 formas de integrinas
diferentes, formando subfamilias b1, b2 b7, actuando como
importantes moduladores de la adhesion celular.

Las integrinas de la subfamilia b2 estan constituidas por una
subunidad comin B (CD18) unida a una de tres subunidades o
inmunologicamente  distintas, designadas CD11a, CD11b y
CD11c.

CD11a y CD18 estdn expresadas sobre la superficie de
leucocitos, los cuales interactdan con moléculas de adhesion
celular (ICAM)}-1 e ICAM-2 sobre células endoteliales, para

promover {a adhesion leucocitaria.

3. Superfamilia de inmunoglobulinas: se denomina asi a un

conjunto de moléculas superficiales que poseen unidades ©
dominios (regiones globulares estabilizadas por puentes disulfuros
intracatenarios) con homologia estructural a las porciones V

(variable) y C (constante) de las inmunoglobulinas.
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Estos dofninios poseen 70-110 aa, usualmente con un puente
disulfuro intracatenario entre cisteinas separadas 55-75 residuos.
La mayoria son proteinas integrales de membrana, con un
segmento hidrofobico transmembranal. Esta homologia estructural
no implica que estas moléculas estén relacionadas
funcionalmente '™ .

Las moléculas de esta familia estéan involucrados en interacciones:
-Leucocitos-célula endotelial: N-CAM (CD56), ICAM-2 (CD102),

VCAM-1 (CD106) _ by
-Molécula de adhesion plaqueta-célula endotetial PECAM-1
(CD31) '»

4. Metaloproteinasas de_[a matriz (MMPs): pueden dividirse en 4

grupos: colagenasas, gelatinasas, estromalisina y membranal.
Mmp8 y Mmp9 estan conservadas dentro de los granulos de
neutrdfilos, mientras que otras MMPs se producen en respuesta a
la estimulacién de células por agentes tales como, citoquinas y
hormonas. Las MMPs son secretadas como proenzimas inactivas,
su activacidn se produce por protedlisis o tratamiento con
compuestos mercuriaies que remueven el fragmento terminal de
10kD, contiene zinc en su sitio activo y es inhibida por inhibidores
tisutares de metaloproteinasas (TIMPs). Son enzimas que clivan
componentes de la matriz celular.

5. Cadherinas: FExisten diferentes cadherinas: N-cadherina
(neuronal), P-cadherina (placentaria) y E-cadherin (epitelial).

Interactian de una manera sub-clase especifica sobre el lado
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extracelular. Del lado citoplasmatico, las moléculas de cadherinas,
interactdan con cateninas.

6. CD44: Esta molécula, llamada CD44 por el Third International
Woikshop and Conference on Leukocyte Differentiation Antigen
1994, es codificado por un pequerio locus del cromosoma 11, Es
sintetizado como una molécula precursora de 76 kDa que es
glicosilada y pasa a formas de 80 y 90 kDa o a formas de 180 -
200 kDa cuando adiciona condroitin sulfato. La expresion del
CD44, como se refiric en capitulos anteriores, es controlada ‘por
un gen In{Lu) dominante’?.

El gen CD44 consiste en 20 exones, de los cuales 10, son
expresados normaimente en la forma que codifica CD44H. Los
otros exones (términos V1-V10) codifican ia regién extracelular,
pueden expresarse por empalmes alternativos del RNA nuclear. El
CD44H esta distribuido en muchos tejidos, mientras las variantes
isomorfas son vistas de manera més restricta enconiréndose

predominantemente en células tumorales 2.

La molécula de p80 CD44 de L, la molécula pgp-1, el receptor tipo
Il de la rhatriz de fibroblastos, la proteina In{Lu) de GR de PM 80, son
todas la misma molécula'™-17

Esta glicoproteina ha sido estudiada por diferentes autores en
distintos trabajos, ha sido referida como Pgp-1, Ly-24, ECMMRIll, gp90 y
H-CAM.

Estudios posteriores han demostrado que esta proteina esta
fuertemente relacionada o eé identica a ofra y representa el CD44, uno
de los “Cluster’ de diferenciacién antigénicos en L y GR. La proteina
CD44 media la interaccion entre L y células endoteliales altas durante el
hom:’ng de linfocitos. También estd implicada en otros eventos

inciuyendo interacciones de células endoteliales con eritrocitos.
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El CD44 parece intervenir en la interaccién entre las células del
estroma y las células eritropoyéticas de la médula ésea, las cuales

involucran hialuronato.

Et receptor de hialuronato, una glicoproteina de 85 kD, es el
responsable de la adhesion de células a hialuronato y condroitin sulfato
en la matriz extracelutar 8415

Este receptor estd presente sobre una variedad de células

" incluyendo macréfagos, células epiteliales y algunas neuronas. Yy

El receptor de hialuronato parece estar asociado con filamentos
de actina'™, una caracteristica que debe permitir medir sefiales
transmembranales entre la matriz extracelular y el citoesqueleto. Se lo
encuentra asociado a ciertos estados patologicos como la hipertension
arterial 2

El CD44, glicoproteina de membrana involucrada en la adhesion
celular, es similar al receptor de hialuronato con respecto & su peso
molecular, punto isoeléctrico, presencia de grupos fosfatos, distribucion

tisular y asociacion con filamentos de actina.

La coneccién entre el receptor de hialuronato y CD44 fue
inicialmente sugerido por los estudios de Goldstein et al '™ y
Stamenkovic et al'”® Estos trabajos reportaron que el dominio
extracelular de CD44 es homdlogo a la region que une hialuronato de /a
proteina unida al cartilago. Estos hallazgos sugieren que el CD44 es
capaz de unir hia!urénico; y asi semejarse fuertemente al recepfor de

hialuronato. 176-177-178.
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El CD44 es capaz de unir tres ligandos diferentes:

- hialuronato,

-colageno tipo - VI vy

-adresina de mucosa vascular, una proteina presente sobre
células endoteliales altas especializadas . _

La habilidad del CD44 de unir a mas de un ligando se da, por ser
miembro de una super familia de proteinas unidas al cartilago'®. La
proteina unida al cartilago, por si, es capaz de unir a tres ligandos:
hialuronato, la proteina core de cartilago y colageno.

La interaccion de CD44 con diferentes ligandos parece' ser
mediada por distintos tipos de adhesidén celular. Por ejempio la
interaccién de CD44 con hialuronato, media la agregacion independiente
de cation divalente de macrofagos y fibroblastos. La secuencia de CD44
revela que el dominio extracelular NH2- terminal, es homdlogo a la
proteina unida él cartilago, sugiriendo que el sitio de unién del
hialurcnato esta localizado sobre {a region distal de ia molécuia.

El hialuronato esta ampliamente distribuido en l|a matriz
extracelular e interviene en muchos fenémenos bioldgicos, incluyendo
adhesién célula-célula, migracion celular, desarrollo embrionario y
patogénesis!7+ 183

Muchas investigaciones han sido realizadas para dilucidar las
interacciones de células sanguineas-células vasculares, Estas han
estado dirigidas a estudiar reacciones entre plaquetas-pared vascular y
mas recientemente a interacciones {eucocitos-célula endotelial. Mayores
desarrollos han sido posibles luego de la identificacidon de las bases
moleculares de estos procesos.

Desde la descripcion de una anormal interaccion de eritrocitos con
el .endotelio en ciertas patologias como anemia “sickle cell’, diabetes
mellitus, hipertension, vasculopatias y malaria, 1as bases moleculares de

la anormal adhesidn de eritrocitos a las células endoteliales han sido de
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interés en estos Ultimos afos. Diferentes propuestas han sido usadas

para determinar las interacciones eritrocitos-endotelio 172187

La adhesion fue estudiada, en este trabajo de Tesis, bajo

condiciones estaticas y dindmicas:

* En condiciones_estéticas, se utilizd6 como modelo el sistema

Receptor de Hialuronato (CD44) - Hialuronato, observando
macroscopicamente, el fendmeno por adhesién (aglutinacién)

eritrocitaria. ' t

-* En condiciones dinamicas, se midié la energia intercambiada

en la reaccion de adhesién eritrocito-hialuronato, empleando una

camara de flujo controlado.

4-1- ESTUDIO DE LA ADHESION ERITROCITARIA
EN CQNDICIONES ESTATICAi
Sistema Receptor de Hialuronato (CD44) - Hialuronato

Para este modelo se desarrollaron dos técnicas:

a- Técnica de Adhesién (aglutinacién) Directa.

Donde investigamos al receptor de Hialuronato (CD44) en la

membrana eritrocitaria,

b- Test de Inhibicién de la Adhesién (aglutinacién).

Donde se determina el Receptor de Hialuronato (CD44) soluble en

suero.

.\‘j
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4-1-1- TECNICA DE ADHESION {(aglutinacién) DIRECTA.

La prueba de adhesién (agiutinacion) directa, es la clasica
reaccion de agregacion de células mediada entre un receptor y su
ligando especifico. La mayor aplicacidn de estas reacciones esté dirigido
a la tipificacion de antigenos erifrocitarios y a la determinacién de sus
anticuerpos especificos. Cuando el fendmeno de adhesidn no es

visualizado, se hace necesario modificar el medio de reaccion b, ia

membrana eritrocitaria. La estrategia se basa en disminuir el potencial £
por distintos mecanismos: "

1. Medio macromolecular el uso de albGmina u ofras

macromoléculas como el dextran o polietilenglicol aumentan la ¥l

y disminuyen el potencial £.

2. Medio enzimidtico. el uso de enzimas proteoliticas: fripsina,
bromelina, quimotripsina, papaina, pronasa, entre otras, alteran ia

membrana eritrocitaria, disminuyendo e} contenido de AS de la

membrana, |a carga de la membrana eritrocitaria y el potencial .

Con el objeto de estandarizar las condiciones dptimas de trabajo,
se desarrollé la técnica de adhesion (aglutinacién) en distintas

condiciones de tiempo, temperatura y medio de reaccién.
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4-1-1-1. _Estandardizacién de las condiciones dptimas

de trabajo: femperatura, tiempo de incubacién y

medio de reaccién.

4-1-1-1-A MATERIALES
4-1-1-1-A-1- Reactivos
-PBS

~Bromelina -

-Albamina

-Hialuronato. (Hyaluronic acid sodium salt-from human umbilical
cord. H1876. Lot 77H0544. Sigma.)

Preparacion de la solucion de trabajo:

La solucion de trabajo se preparé disolviendo 5 mg de hialuronato
en 1ml de PBS. La mezcla se fracciond y conservd a -20°C. Las
soluciones de trabajo una vez descongeladas y usadas fueron

descartadas

4-1-1-1-A-2- Material biolégico

~Eritrocitos y plasma:

Para investigar el Receptor de Hialuronato ( CD44) eritrocitario, se
trabajo con GR “Q” y plasma.

E! plasma aporta proteinas y cationes divalentes, requeridos para
la adherencia'®®.

Se utilizd sangre, extraida por puncién venosa anticoagulada con
EDTA proveniente de 30 dadores del Servicio de Hemoterapia del
Hospital Provincial del Centenario de Rosario y sangre de corddn

umbilical de 30 recién nacidos de la Sala de Maternidad del

mismeo Hospital.

145



Capitulo 4 Adhesién.

4-1-1-1-B- PROCEDIMIENTO

Prueba cualitativa.

En un tubo se colocaron volimenes iguales de:

-suspension de GR al 2% en PBS

-solucion de trabajo de hialuronato

-plasma autdlogo |

-medio de reaccién. solucion fisioldgica, bromelina o albumina

Las pruebas se realizaron en paralelo con GR de aduito y "de
recién nacido.

Se trabajé en distintas condiciones de reaccion:
- temperatura: 4°C, 20°C y 37°C.

- tiempo: 1 Hs, 2Hs y 12 Hs.

- medio de reaccién:

-Medio salino: solucion fisiologica

-Medio enzimatico: bromelina

-Medio macromolecular: albamina

Las células se resuspendieron por agitacién suave observando

adhesion (aglutinacion) macroscépica sin centrifugacion.

4-1-1-1-C- Interpretacién de los resuitados:

Los resultados son expresados por medio del escore, tal como lo

sefialan Goudeman y Marsalet'® | segun la siguiente escala:
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Escore
10 {(++++} 1 agiutinado unico
8 (+++) 2 a 3 aglutinados no fragmentados
5 (++) una decena de agiutinados
2 (+) microagiutinados
0 (-) ausencia de aglutinados

4-1-1-1-D- Resultados:
L]

Los resultados obtenidos se expresan en las siguientes tablas:

Temperatura 4°C 20°C 37°C
GR adultos +++ - -
GR cordones ++ - e

_Testigos - - -

Tabla 4-1-1-1-1 Escore en cruces de Ja adhesion mediada por ei'hia!uronalo, a
distintas temperaturas de incubaci6n para GR de adulto y recién nacido.

Tiempo de 1 Hs 2Hs 12Hs
incubacién

GR adultos - - -+
GR cordones - - ++
Testigos - - -

Tabla 4-1-1-1-2 Escore en cruces de la adhesién mediada por el hialuronato, a
distintos tiempos de incubacién para GR de adulto y recién nacido.

Medio de

SALINO MACROMOL. ENZIMATICO
reaccion '
GR adultos + + +-+
GR cordones - - ++
Testigos - - -

- Tabla 4-1-1-1-3 Escore en cruces de ta adhesién mediada por el hialuronato, en
distintos medios de reaccién para GR de adulto y recién nacido.

Se seleccionaron las condiciones de trabajo que dieron el maximo

escore. De acuerdo a las experiencias realizadas y a los resultados
obtenidos, las condiciones 6ptimas de trabajo fueron 4°C, 12 Hs de
incubacion y medio enzimatico {bromeiina)!™.
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4-1-1-2- Investigacion de la expresién del receptor de
hialuronato (CD44) en glébulos rojos de adulto y de cordén.

4-1-1-2-A- PROCEDIMIENTO

Se prepararon diluciones- de la solucién de Hialuronato en- PBS,

en progresion geométrica (1 a 512).

En-una serie de 11 tubos, se agregd 1 volumen -de suspensién de
GR al 2% en PBS, 1 volumen de cada una de las diluciones de
hialuronato, 1 volumen de plasma autblogo y un-volumen bremelina é.e
incubd 12Hs a 4°C.

Se trabajo en paralelo con GR de adulto y de recién nacido.

Las células se resuspendieron por agitacién suave observando

adhesion (aglutinacion) macroscépica.

4-1-1-2-B- RESULTADOS

Para- expresar numéricamente los- resultados se utilizé una

expresion matematica empirica llamada Parametro de Sensibilidad (c)'®
(a=ZX g—1x10‘3j donde E= escore correspondiente a la dilucién D (dilucion considerada

o inversa del titulo).

Los resultados se presentan en la siguiente tabla:

GR de ADULTO
GR de CORDON

Tabla4-1-1-2. Ey o de la-adhesién mediada por el hialuronato frente a GR de adulto y
recién nacido.
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4-1-1-2-C- DISCUSION.DE LOS RESULTADOS

De acuerdo a los resultados obtenidos, se observa una diferencia
estadisticamente significativa entre la adhesién de adulto y de cordén
(p<0.05). Esta diferencia podria ser atribuida a una:inmadurez en la

expresion de receptores de Hialuronato (CD44) en el neonato.52 _

4-1-1-3- APLICACION

Se utilizé la: técnica propuesta para estudiar la- expresiéon del
Receptor de Hialuronato (CD44) en pacientes diabéticos. Para ello se

trabajé con muestras (n=10) de pacientes diabéticos y normales.

Los resultados obtenidos se expresan en la siguiente tabla:

GR de ADULTO
GR de DIABETICO

Tabla 4-1-1-3. E y o de la adhesién mediada por el hialuronato frente a GR de adulto y
diabético.

4-1-1-3-1-DISCUSION DE LOS RESULTADOS
De acuerdo a-los resultados obtenidos, se observé un aumento
significativo entre la adhesién de GR de diabéticos y adultos normales
(p<0.05). Esto se podria in%erpretér COMO una-mayor: exposicion de-los
receptores de Hialuronato (CD44) en los pacientes diabéticos como
consecuencia de alteraciones en- la-membrana - eritrocitaria - propias, de

esta patologia, tales como desializacion.
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4-1-2- TEST DE_INHIBICION DE LA ADHESION
(aglutinacién).

En las reacciones de inhibicion de la aglutinacion, la estimacién
de especificidad y titulo de anticuerpo se realiza en base a Ia
competencia entre antigenos particulados y solubles por los sitios de
combinacion. Esto puede ser homologado a la reaccién Receptor de
Hialuronato{CD44) - Hialuronato.

En estas reacciones, se combina primero el ligando con el
receptor soluble, inhibiendo luego la adhesidn (aglutinacion) indirectq_'fqe

celutas indicadoras.

4-1-2-1- Estandardizacién de las condiciones de trabajo,

Podemos esquematizar el desarrollo del test de inhibicién sobre el

Receptor de Hialuronato (CD44) en dos etapas:

1.Etapa de inhibicién: donde se conjuga el Hialuronato con su
receptor (CD44). Constituyendo el sistema principal. Para eilo se
empilea suero, donde se desea investigar el Receptor de

Hialuronato {CD44) soluble y una solucion de Hiaturonato.

2.Etapa de revelado: donde se manifiesta el efecto de adhesion
del hialuronato  remanente sobre las células indicadoras.
(Sistema Secundario, constituido por eritrocitos “O” portadores de

receptores de membrana para el Hialuronato).

Se determind la dosis subaglutinante del ligando (hialuronato) y se

estandardizo la expresion de resuitados.
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4-1-2-1-A- MATERIALES

4-1-2-1-A-1- Reactivos

-Bromelina

-PBS

-Hialuronato. La solucién de trabajo de hialuronato se prepard de

la misma manera que en 4-1-1-1-A,

4-1-2-1-A-2- Material biolégico

Suero (donde se investigé los niveles de Receptor de Hialuronato
(CD44) soluble) | by
Se utilizo sangre, extraida sin anticoagulante, proveniente de: |

- 30 dadores de sangre normales del Servicio de Hemoterapia'_del
Hospital Provincial del Centenaric de Rosario,

- 30 recié.n nacidos de la Sala de Obstetricia y Neonatologia del
mismo Hospital.

La sangre se dejo coagular durante una hora a temperatura
ambiente y el suero fue separado por centrifugacion y
posteriormente congelado para su conservacién hasta el momento

de ser efectuada ia prueba.

-Células indicadoras:
Se trabajé con Eritrocitos “O” bromelinizados y sin tratar,

-Eritrocitos “O” bromelinizados. se adicioné un volumen y
medioc de bromelina de concentracién 5mg/ml, a un volumen de
‘coulot” de GR, se incubd 15 min. a 37°C. Luego los GR fueron
lavados 3 veces en PBS y se suspendieron al 2% en el mismo

medio,
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4-1-2-1-B- METODO

Evaluacién _de ja actividad de la solucién de_trabajo del

Hialuronato. Determinacién de la dosis subaglutinante del

Hialuronato.
Con el objeto de evaluar la actividad del Hialuronato se desarrolld

el test de aglutinacién en medio enziméatico en un tiempo.

Procedimiento:

Se utilizaron diluciones de |Ia solucidon de Hialuronato en PBS, gn

progresmn geometrica (1 a 512).

Se prepararon dos series de 11 tubos:
Serie 1. se agregé 1 volumen de cada una de las diluciones de
hialuronato, 1 volumen de suero y 1 volumen de GR “O”

Serie 2: se agregc') 1 volumen de cada una de las diluciones de
hialuronato, 1 volumen de suero y 1 volumen de GR “O”
bromelinizados

Se incubé a distintas temperaturas: 4°C, 20°C y 37°C. y a
distintos tiempos de incubacién (1Hs, 2Hs, 12Hs)

Se resuspendieron las células por agitacién suave observando
adhesion (aglutinacion) macroscopica. La reaccion de adhesion

(aglutinacion) fue cuantificada en E en cruces.

4-1-2-1-C RESULTADOS
De acuerdo a ios resultados obtenidos la temperatura 6ptima de

trabajo fue de 4°C., siendo el tiempo adecuado de incubacion 12 Hs.
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Los resultados se expresan en la siguiente tabla:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 T

: N 1: [H 1: 1: 1: : k: 1; 1N
H 0 2 4 g 16 32 64 128 56 512 1024

GR 24 |
GR wn 3 3 39 3 2y + o+ T

8R
.

H= diluciones de hialuronato, GR=eritrocitos “Q™ sin tratar, GRsr=eritrocitos Q"
bromelinizado, T= testigo negativo |

Tabla 4-1-2-1. E en cruces de la adhesién mediada por hialuronato frente a GR
bromelinizados y no bromelinizados.

El mejor escore se obtuvo con GR bromelinizados. La dilucién de
hialuronato optima (subaglutinante) correspondid a 1:256 que se eligié
como solucion de trabajo en ia técnica de cuantificacion de la inhibicic’ah
de la adhesion.

4-1-2-2- Técnica de cuantificacion de la inhibiciéon de

la adhesion (aglutinacion).

4-1-2-2-A- MATERIALES

Se emplearon para el Sistema Principa.l:

-Solucién de Hialuronato en dosis éptima (1:256)

-Sueroc de recién nacidos y de adultos normales.

-Sistema revelador: Pool de eritrocitos 0" bromelinizados
suspendidos al 2% en PBS.
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-Testigo- positivo para la- adhesion: solucién de Hialuronatg en
dosis Optima + PBS + Sistema revelador.

- Testigo negativo: PBS + Sistema revelador

4-1-2-2-B- METODO

En la primer etapa se enfrentaron volumenes - iguales- de
hialuronato en dosis subaglutinante, con suero de adulto y de corddn en
diluciones geométricas y se incubd 12 Hs a 4°C.

Luego se midié la actividad del hialuronato no neutraiizaéo a

través de su accién adherente (aglutinante) sobre el sistema revetador.

4-1-2-2-C- RESULTADOS
L

0S8 resul

adse. presentan en la Sig inte tabla:

SUERO de ADULTO 1.07 £0.35
SUERO de RECIEN NACIDO 0.45+0.15

Tabla 4-1-2-2. E y o de la adhesién mediada. por el hialuronato frente a suero de
adulto y recién nacido.

- 4-12-2-D-DISCUSION-DE L OS . RESULTADOS
De acuerdo a la tabla 4-1-2-2-C- la sensibilidad de esta téenica-no

permite demostrar la presencia de receptores de Hialuronato solubles en
el suero-de neonatos; a diferencia de lo que ocurre en el adulto en donde
se observa un poder inhibitorio. Estos resultados indicarian ausencia de
€D44 en suero-de recién nacido pudiéndose atribuir a una escasa -0-Aula

liberacion de este receptor a nivel de la membrana eritrocitaria.
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4-2- ESTUDIO DE LA ADHESION ERITROCITARIA EN
CONDICIONES DINAMICAS.

DETERMINACION DE LA ENERGIA ESPECIFICA DE
ADHESION POR HIALURONATO EMPLEANDO UNA
CAMARA DE FLUJO CONTROLADO

Como en todo proceso de interaccion celuiar, la adhesion

eritrocito - hialuronato se produce con intercambio energético'®-18t | Es
por ello que resulta importante poder determinar la  energia
intercambiada en la reaccién, puesto que este valor suministra dna

estimacion de la potencia de la misma.

4-2-1- MATERIALES

4-2-1-A- Reactivos

- PBS

- Hialuronato.

La solucion de frabajo de hialuronato se preparé de la misma

manera que en 4-1-1-1-A.

4-2-1-A- Material biolégico
- Eritrocitos.

Se trabajé con giébulos rojos “O”.
Se utilizd sangre, extraida con anticoagulante (EDTA),
proveniente -de dadores de sangre del Servicio de Hemoterapia

del Hospital Provincial del Centenario de Rosario.

4-2-1-C- INSTRUMENTAL DISENO DE LA CAMARA DE ADHESION.
Los experimentos se llevaron a cabo utilizando una camara de
adhesién o cdmara de flujo controlado disefiada y costruida sobre la

base de la camara propuesta por Frangos J.A. y-col 189190
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..............

A
e [
3

Fy
| I

vacio
condensador
\_/ ‘
‘ ] O Lj?:] ¢
objétivo

Figura 4-2-1. Esquema-de la camara de flujo controlado.

La camara de flujo estd constituida por una {amina de hule de
silicona de 0.25 mm de-espesor, intercalada entre una- placa de acrilico
transparente de 12 mm de espesor, cuyas dimensiones eran 67 x 43 mm
y un-cubreobjeto-de vidrio del mismo tamadio. En la lamina de hule se ha
practicado un corte rectangular de 45 x 18 mm que constituye el canal de
flujo. En la base de acrilico, en los extremos del canal- de-flujo, se-han
frezado dos aberturas rectangulares verticales de 3 x 16 mm, dispuesta
para el ingreso y egreso del flujo liquido. La placa de acrilico presenta
una hendidura perimetral conectada exteriormente 2 una bomba de
vacio; la que produce succion entre la placa, el hule y el cubreobjetos,
de manera que sella herméticamente el canal de flujo (Fig 4-2-1). En el
cuadro-de-hule se han practicado una serie de orificios de 2.5 mm de

diametro, alineados con la hendidura perimetral con la finalidad de
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establecer una comunicacién de la bomba de vacio conectada al techo

de acrilico con la ldmina cubreobjetos que constituye ef piso del canal de

flujo.
e H INFUSION.
E hy——3)
CAMARAde FLUJO EJ PB3 / X

GR
Figura 4-2-2. Esquema representativo de la camara de flujo controlado

La camara asi montada se coloca, con el cubreobjetos hacia
abajo, en la platina de un microscopio 6ptico invertido, de manera gle
pasa a constituir el piso del canal. Una bomba de infusién hace circular
el fluido (PBS) a lo largo - del microcanal - a velocidades de flujo
controladas, de manera de aplicar sobre las paredes tensiones de corte
crecientes -por escalones (Fig. 4-2-2). En el tubo ocular del microscopio
se ha adaptado una pequeﬁé camara CCD conectada a un Procesador
Digital de Imagenes (PDI} (Fig. 4-2-3). El PDI estd constituido por el
“frame grabber’ y el monitor de alta resolucion conectado “on fine” a una
PC la cual comanda todo el procesamiento de las imagenes digitalizadas
por medio del programa IPPLUS (image Pro Plus). '

iluminador
: camara
ti t
I_—_—""de flujo mer
%framo grabber,
microscopio [ monitor ]
invertido SNV
digitalizador E—‘

disco PC ] '

Figura 4-2.3. Camara de adhesion-Procesador digital de imdgenes
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4-2-2- METODO

Los eritrocitos fueron lavados tres veces con PBS. Los GR
fueron resuspendidos en PBS al 2% e incubados con hialuronato
30 minutos.

Las suspensiones de GR y hialuronato fueron introducidas
en el canal de flujo y dejadas en reposo 10 minutos para permitir la
sedimentacion y adhesidn de las células al piso del microcanal,.
previamente recubierto con hialuronato. A cada nivel de la tension
de corte se registro la imagen de un campo seleccionado. Se tuvo
cuidado de evitar cualquier desplazamiento de este campo para
'poder comparar y analizar el movimiento de las células entre las v,

imagenes registradas a distintas tensiones de corte.

4-2-3- CALCULO DE LA ENERGIA DE ADHESION

En el canal rectangular, la Tensién de corte (T) esta definida

en régimen laminar, como:

T = h2a (Ecuac. 4-2-1)

donde;

h = altura del canal

a = ancho del canal

Q = caudal, medido en la bomba de infusion

n = viscosidad media del fluido (PBS) determinada en un
viscosimetro cono-placa Brookfield LDil7

Considerando que la fuerza (F) ejercida sobre las células

adheridas es:

F=1txAs (Ecuac.4-2-2)
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donde Ao= drea de la superficie del GR expuesta al

cizallamiento fluido.

Resulta el trabajo (W)

W= F. 9§ (Ecuac 4-2-3)

Donde 8 = desplazamiento de ia célula desde su posicion

inicial.

En el caso de la adhesién celular esta dltima expresién,
puede dar lugar a una interpretacion incorrecta pues mas facilmente .'
se desplaza la celula ante fa misma fuerza, significa mayor W y
mayor energia de adherencia.

Si la célula se separa por “peeling” (equivalente a despegar

una cinta adhesiva) y esta separacion es nula para T=0, podemos

asumir que la energia es igual al W medio de separacion:

E=<W>= j‘; F-do  (Ecuac. 4-2-4)

Suponiendo que el desplazamiento es funcién lineal de

la fuerza, resulta que alcanzado un desplazamiento Do
predeterminado, es decir & = Do, la energia sera igual al area del

trianguio subtendido entre la recta que representa la fuerza en

funcion del desplazamiento {Graf. 4-2-1) y el eje de absisas:

Fi
<W>=E;= "“2& (Ecuac. 4-2-5)
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Y de esta manera la célula que se desplaza més facilmente, lo
hace bajo una fuerza menor y requiere menos energia para realizar el

mismo o.

F2 !

mi i

L

Gréafico 4-2-1. Representacién gréfica de Ia fuerza en funcién del desplazamiento.

DEDLICCION DE LA ENERGIA ESPECIFICA DE SEP ARACION.

El W medio de separacion es, segtin la Ecuac.4-2—5 ;

F D
<W>=-—5=2 (Ecuac. 4-2-5)

Combinando las ecuaciones 4-2-1 y 4-2-5 se obtiene ia expresién'
delaF:

6-170-Q-Ao

F=txA,=— (Ecuac. 4-2-6)
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Aplicando la Ecuac. 4-2-5 nos permite calcular la energia media
<W>:

6- -Ag+D
< W>= ”02%2; : (Ecuac.4-2-7)

Esta energia puede evaluarse como el producto de la energia

especifica por unidad de 4rea superficial adherida (Ya) por el &req (A,)
de la membrana que ha sido despegada

1"(.

< W>= yd.A i (Ecuac. 4-2-8)
Igualando las ecuaciones 4-2-7 y 4-2-8.74 es:

3-n0-Q-Ao-Dp
7d =Rz aA, (Ecuac 4-2-9)

Designamos con. ¢ la. fraccion de superficie parcialmgnte

separada @ = Ai/Ao

Figura 4-2-4.- Desplazamiento del GR en ia direccion dei flujo.
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4-2-4- RESULTADOS
En la figura 4-2-5 se presentan imagenes digitalizadas de GR

adheridos mostrando el desplazamiento impugsto por Q=400 mm3/min.

Figura 4-2-5. Registro de imagenes digitalizadas de |la adhesion de GR a hialuronato .
A- Imagen a Q= 0 mm®min B- Superposicion de la imagen A con la imagen
correspondiente -a Q= 400 mm>/min. Se observa el dezplazamiento de los: GRen la
direccion del flujo.

‘Fj
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Energia especifica de adhesion.

Los resultados se presentan en |a siguiente tabla:

Tabla 4-2: Tabla de resultados.

= 127
30 5259 " |'B37 266 0.45 0.02° 0.08°
+133 |+0.75 +0.95 +0.95 +0.005 +0.03
60 '51.39 23.62 '2.88 0.46 0.05 0.12
+1.28 | +0.38l1 +0.82 +0.89 +0.015 +0.15 ;
100 51.89 24.38 2.97 0.47 0.09 0.27
+134 | +089 +0.49 +1.02 +0.025 £0.09
150 48.74 23.71 3.09 0.48 1.37 0.43
_ +097 | +1.52 +0.52 £1.15 +0.14 +0.15
200 51.82 31.71 3.42 0.61 1.83 0.58 -‘
+133 | +1.69 +1.12 +145 |+052 . +0.35.
400 52.24 37.52 5.34 0.71 3.67 1.37
+1.97 | £065- +0.98 . 4162 | £0.75 +046. -
800 50.98 38.61 5.25 0.75 7.33 2.54
- £199 | +12F | +046 4163 | £035 +0.52

En el Gréfico 4-2-1 se observa un aumento progresivo del & de

los GR adheridos y de ¢ a medida que el Q aumenta, pero este

aumento parece no tener una tendencia definida.
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-l Desptazamiento
—@- Fraccién de superfice parcialinente separada

6 1
E < / .
E
£, | oF.
a4l 1086
&3 | : 3
§ <t St
2 / T
__% . 9.2
0. 1o

0 30 60 100  150-. 200..- 400. 800 .
Q (mm3/min)

Gréfico 4-2-1. Representacién gréfica de la variacion del desplazamientg y
de la fraccion de superficie parcialmente separada en funcion del caudal.
En el Gréfico 4-2-2 se observa el aumento progresivo de la y¢ a
medida que ¢ crece, en ofras palabras cuando se reduce el area

adherida.

Energia especifica
microergio/em2

0 045 0.46 0.47 0.48 0.61 0.71 0.75
AV/A0

|
Grafico 4-2-2. Representacion grafica de la energia especifica por unidad de area

superficial adherida( )’ o) en funcién det fraccion de superficie parcialmente separada 9
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4-2-5- DISCUSION DE LOS RESULTADOS
-La y¢ aumenta a medida que la célula es separadé, de lo que

se deduce, que el maximo valor de Yg se produce en el momento de la
ruptura total. Esto pareceria indicar que durante el proceso de
separacion se establece un constante estado de equilibrio pues se van
formando tantos anclajes nuevos como ios que se destruyen'®.

- Aparentemente algunos anclajes se van desplazando para
concentrarse en la zona de adhesion, lo que conduciria a que la g
aumenta en la medida que se reduce el area adherida, siendo maxima en'
el momento en que la que esta Ultima tiende a cero.

- La yq calculadas estan dentro de los valores determinados para
otros tipos de adhesion celular {aglutinacion por lectinas y por
anticuerpos especificos)'®!. Esto parece indicar que el método de
determinacion de ya por analisis de imégenes digitatizadas obtenidos en
la camara de flujo es muy aceptable y puede ser aplicado en otros tipos

de interaccion celular.
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CONCLUSIONES FINALES

Se estudid la carga eléctrica superficial eritrocitaria utilizando

como herramienta el reparto de GR, en un sistema bifasico acuoso
Dx/PEG. Nuestro objetive fue comparar variaciones de la CESE
inducidas por diversos mecanismos. Se estudiaron para ello, GR en
distintas condiciones: a)-sin tratar; b)-tratados con distintas enzimas
protecliticas, c)-tripsinados a distintos: tiempos; d)-tratados con
anticuerpos, e)-sometidos a conservacién en condiciones standard de
Banco de Sangre y f)-GR de distintas especies. . |

El tratamiento enzimdtico de los GR, estd quimicamente
evidenciado por la eliminacién de &cido sidlico de la membrana
eritrocitaria, lo que conduce a una disminucién de la carga supeirficial
célular. |

Aplicando este método de reparto, se observa una diferencia
significativa del coeficiente de reparto de los GR tratados con enzimas y
los-GR sin tratar, siendo maxima esta diferencia para los GR tratados
con neuraminidasa (p<0.01). Por otra parte el acido sidlico medido en los
sobrenadantes de los GR tratados, se correlaciond con la actividad
proteolitica de las distintas enzimas utilizadas (tripsina, bromelina y
neuraminidasa).

Para poder evaluar el efecto del tiempo de tratamiento enzimatico
de la tripsina, sobre la membrana eritrocitaria, se compararon ios valores
de P y acido sialico de los sobrenadantes de los GR tripsinados a
diferentes tiempos de incubacion y sin tratar.

Las variaciones de P y de &cido sialico- se correlacionan
inversamente (Coef. de correl. inverso de -0.8958 y una p+0.0001), de
forma tal que al aumentar el acido sialico liberado con el tismpo de

accién de la enzima, los valores de P decrecen.
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La unién de anticuerpos anti-M a la membrana eritrocitaria,
produce una disminucién progresiva y significativa (p<0.05), en los
valores de P segln los fenotipos estudiados MM, MN, respecto de los
controles de fenotipo NN.

El sistema MN esta ubicado sobre ia glicoforina A, portadora de la
carga mayoritaria de la membrana celular. E! bloqueo de ebitopes M, por
su anticuerpo especifico, lleva a una modificacion en la carga superficial
puesta en evidencia por el método de reparto. |

Si bien los eritrocitos de distintas especies, presentan el mismo
patrdon estructural, diferencias constitutivas pueden modificar sus ‘
propiedades reoldgicas. Aplicando el método de reparto, se obtuvieron
valores de P diferentes para las distintas especies estudiadas con
respecto a los eritrocitos humanos. Tales diferencias podrian atribuirse a
variaciones en la carga superficial de membrana eritrocitaria.

En el curso de la conservacion, la sangre sufre alteraciones de
sus propiedades bioquimicas y reolbgicas.

Ei estudio det deterioro de la membrana eritrocitaria, con el tiempo
de conservacion in vitro en las condiciones standard de Banco de
Sangre, mostrd una disminucion progresiva y significativa en los valores
de P (p<0.01).

Estos resulfados, ponen de manifiesto alteraciones de membrana
refacionadas con la carga resultando el reparto una herramienta utif para
el estudio comparativo de las variaciones de CESE.

En una segunda etapa experimental se estudié la incidencia de
las alteraciones de la CESE en la agregacion eritrocitaria.

La morfologia del agregado eritrocitario depende de la
deformabilidad, de la interaccién celular y de las caracteristicas de
carga superficial entre otros factores. Nuestro objetivo fue estudiar la
morfologia de los agregados de GR sin tratar, con alteraciones:

tripsinados a distintos tiempaos, glicosilados y GR de pacientes diabéticos
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e hipertensos. Para estudiar 'a morfologia de los agregados
eritrocitarios, hemos elegido para este trabajo de tesis, la determinacion

del ASP.

El estudio de los agregados se realizé con un microscopio
invertido conectado a un analizador de imagen computarizado.

Al aumentar el tiempo de fripsinacion de los GR se produce una
desializacién de la membrana evidenciada por el aumento de acido
sidlico liberado. Como consecuencia de ello se observa la formacién de
clusters que llevan a valores progresivamente aumentados del ASP. Se
observa una correlacién directa fuertemente significativa (0.8830) entre
ASP y acido sidlico. El ASP da una idea clara de alteraciones ei'f--‘e!
patron de la morfologia de los agregados eritrocitarios sometidos a
digestion enzimatica del glicocatix. |

El proceso de glicosilacion no-enzimatica de proteinas involucra
también a proteinas de la membrana eritrocitaria siendo las mas
glicosiladas glicoforina A y banda 3.

Los resultados obtenidos sugieren que la glicosi!abién de la
membrana determina un aumento de la agregacién eritrocitaria
relacionado probablemente con cambios en la estructura y propiedades
de la misma.

La glicosilacion no-enzimética puede ayudar a dilucidar ia
hipbtesis que explica parcialmente la alteracion de los parametros
hemorreologicos caracteristicos: de diabéticos- bajo- mal control
metabdlico.

Uno de los principales retos de la ciencia médica moderna es la
integraciéon de los adelantos basicos de la inmunoquimica y la
inmunobiologia- en procedimientos- de diagndstico y terapéutica que

seran de utilidad en fa practica de la medicina clinica.

170



Conclusiones finales.

La metodologia propuesta para evidenciar el déficit de carga
superficial eritrocitaria, permite hacerlo de una manera simple

reproducible, rapida y no convencional.

Trabajos de ofros autores han demostrado que la agregacion
esta muy aumentada en desdrdenes cardiovasculares, nuestro método
puede ser un parametro de utilidad para el estudio de pacientes de
riesgo como diabéticos, hipertensos obesos, etc.

Las experiencias realizadas por el método propuesto han puesto
en evidencia un incremento de la agregacion en diabéticos, los valores
de ASP resultaron significativamente mayores que en norrr;éles
(p<0.00001). Esto podria atribuirse a la desializacion de la GPA,
portadora de la carga mayoritaria de la membrana del GR. La
glicosilacion no enziméatica de proteinas de membrana de GR podria ser
otro factor responsable de la hiperagregabilidad eritrocitaria en
diabéticos.

Las experiencias realizadas en pacientes hipertensos muestran
diferencias significativas (p<0.00001) en los valores de ASP comparados
con normales. Los estudios de ASP en pacientes hipertensos aportan
datos acerca del patrén de morfologia atipica de los agregados, como la
que se observa frecuentemente en este tipo de patologia.

Los estudios de la morfologia de los agregados, permitieron poner
en evidencia alteraciones in vitro por desializacion enzimatica y
glicosilacion de la membrana eritrocitaria. Por otra parte estos estudios
permitieron detectar anomalias en el patrén de agregacion en palologias
con complicaciones vasculares como la diabetes y la hipertensién arterial.

La determinacion de ASP resultd una herramienta util para
cuantificar las anomalfas de la agregacion eritrocitaria, marcadas por la
morfologia atipica de los agregados .
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En una tercera etapa experimental se estudié la adhesion
eritrocitaria  utilizando como modelo el sistema receptor de
hialuronato(CD44)-Hialuronato.

Se realizd la técnica de adhesion(agiutinacién) directa donde, se
trabajo con GR de adultos, recién nacidos y de diabéticos. De acuerdo a
los resultados obtenidos, se observa una diferencia estadisticamente
significativa en la adhesién de GR de adulto y de cordén (p<0.05). Esta
diferencia podria ser atribuida a una inmadurez en la expresion de

receptores de Hialurcnato (CD44) en el neonato. 52

En el estudio de los pacientes diabéticos se observo un aumento
significativo de la adhesién de GR comparada con aduitos normales
(p<0.05). Esto se podria interpretar como una mayor exposicion de los
receptdres de Hialuronato (CD44) en los pacientes diabéticos como
consecuencia de alteraciones de membrana eritrocitarias propias de esta
patoiogia.

En la reaccion de inhibicion de la aglutinacion, la sensibilidad de
esta técnica no permite demostrar la presencia de receptores de
Hialuronato solubles en el suero de neonatos, a diferencia de lo que
ocurre en e! adulto en donde se observa un poder inhibitorio. Estos
resultados indicarian concentraciones muy bajas de CD44 en suero de
recién nacido pudiéndose atribuir a una escasa o nula liberacion de este

receptor,

En la dltima parte de este trabajo de tesis se alcanzd el objetivo
propuesto, desarrollar una técnica por andlisis de imagenes
digitalizadas, empleando una camara de flujo controlado, con el
correspondiente algoritmo numérico, para estimar la energia de adhesién
del receptor de hialuronato y su ligando.

Al lograr establecer la variacion de area especifica adherida vy

aplicarla a la ecuacion de conservacion de la energia, se pudo estimar la

energia especifica de adhesion (yq), lo cual puede ofrecer una
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significativa ayuda en la comprension de numerosos fenémenos
fisiologicos y patoidgicos muy importantes.
La yq aumenta a medida que la célula es separada, de donde se

deduce, que el maximo valor de Y4 debe producirse en el momento de la
ruptura total. Esto pareceria indicar que, durante el proceso de
separacién, se establece un constante estado de equilibrio pues se van

formando tantos anclajes nuevos como los que se destruyen'®.

La yg calculadas se hallan dentro de los valores determinados |
para otros tipos de adhesion celular (aglutinacion por lectinas y por
anticuerpos especlficos)'®!. Esto parece indicar que el método de

)

determinacion de yq por analisis de imégehes digitalizadas obtenidos én
la camara de flujo es muy aceptable y puede ser aplicado en otros tipos
de interaccion celular.
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ANEXO UNICO

Trabajos publicades

.sobre el tema de la tesis




Trabajos publicados

1- Publicaciones en revistas internacionales.

1- Foresto P., Filipini F., D'Arrigo M., Racca L., Gallo R., Valverde J.
Hipertension arterial y marcadores de grupo sanguineo Asociacion con el
polimorfismo MN. Acta Bioquimica Latino Americana Vol XXX N°1,
49-53, 1998.

2- Foresto P, D'Arrigo M., Racca L. and Valverde J. Effects of antiserum
on surface charge of red cels. Clinical Hemorheology and
Microcirculation- 20, 141-143, 1999.

3- Riguelme B., Foresto P.,D'Arrigo M., Valverde J., Rasia R. Estudio de
las propiedades reologicas de la sangre durante la conservacion. Revyista
Argentina de Tranfusién XXV (3} 103-110. 1999

4--Foresto P., D'Arrigo M., Carreras L., Etchepare Cuezzo R.,Valverde J.,
Rasia R. An aproach of red cells aggregation by computarized imagen
analysis-in diabetes. Medicina: Aceptado para su publicacién en marzo
de 2000.

5- Foresto P., D'Arrigo-M., Valverde J. Rasia R. Enzimatic degradation.of
red surface. Effects on aggregation. Clinical and Laboratory
Haematology. En etapa de evaluacion.

6~ Foresto P., D'Arrigo M., Gallo , Filipini F., Valverde J. Rasia R.
Evaluation of red celsaggregate morphology by computarized- image
analysis inhypertension. Clinical Hemorheology and Microcirculation. En

etapa de evaluacion '

2- Capitulo de libro

- D'Arrigo M., Foresto P., Valverde J. and Rasia R. Microscopic image
analysis of aggregate morphology applied to the diagnostic of vascular
diseases. Medical diagnostic techniques- and procedures. 1SBN
81-7318-350-9. Narosa Publishing House. Editars Megha Singh,
Radhakrisnan S. Patil K. M. and Reddy M.R.S. pp 488-491. 1999

3- Resimenes publicados en Revistas - Proceeding de Congresos
3-1 Internacionales

1--D'Arrigo M, Foresto P, Valverde J. -Use of red cell no glycophorin a to
recognize non agglutinating antibodies. Comunicaciones Biologicas Vol
10 (4): 1992 '

2- D'Arrigo-M,; Foresto P, Valverde J. "Influence of trypsin in erythrocytic
fragity". Comunicaciones Bioldgicas; 11 (2):149; 1993
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3- P. Foresto, M. D'Arrigo, J. Valverde "The partition coefficient. A new
parameter to detect surface properties of modified erytrocytes.”
Comunicaciones-Biclégicas; 11 (2):129; 1994.

4- D'Arrigo, M, Foresto P, Racca L, Valverde J. -Aggregation parameters
indicator of haemorheological alterations.. Comunicaciones:Bioldgicas 13
(4): 457. 1995

5-Gatti V., D Arrigo M., Bouvet B. Volpintesta R.,, Valverde-J., Rasia R.
Comparative biorheoclogical analysis carried out between synovial fluid
and hyaluronate solutions. Libro de resumenes: 1er Simposio Franpco
Argentino de Biorreologia y Microcirculacion 1996,(11).

6--D"Arrigo M., Foresto P., Racca L., Valverde J -Un nuevo parametro de
agregacion para detectar anomalias hemorreologicas. Libro de.
resumenes - 1er Simposio  Franco Argentine de Biorreologig vy
Microcirculacion 1986 (20)

7- Foresto - P., D "Arrigo M., Farrugia B, Valverde J. Efecto de-un
antisuero anti-M sobre la carga de supreficie de los globulos rojos. Libro
de Resumenes 1er Simposio Franco Argentino de - Biorreologia y
Microcirculacion 1996 (35).

8- D "Arrigo M., Foresto P., Farrugia B., Valverde J. Meadificacion de |a
carga eritrocitaria por accion de anticuerpos. Comunicaciones Biologicas
1996.

8- D'Arrigo M., Foresto P., Farugia -B., Valverde J.. Comportamiento de
eritrocitos de distintas especies en sistemas bifasicos carga sensible.
Comunicaciones Biologicas 1996.

10- D'Arrigo M., Foresto P., Farugia B., Valverde J. Participacion del
acido sialico en la carga superficial eritrocitaria. Bioceli , pp 88- vol 22 n°
1, abril 1998.

11--D’Arrigo-M., Foresto P, Ballone C., Valverde J. Trypsin effecls on
erythrocyte aggregation. Biocell 23 (1) pp 86 . 1999

12- Pla L., Foresto P., D"Arrigo M., Valverde J. and Rasia R. Morphology
in human erythrocyte aggregate diabetes. Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine 37:124. 1999

13- Pla L., Foresto P., D"Arrigo M., Carreras L., Etchepare Cuezo R.,
Valverde J.. and Rasia R. Abnormal morphology of erythrocyte
aggregates in diabetes by processing digitalized microscopic Biorheology
Vol-36 N°1/2 pp185. 1999




14- Pla L., D"Arrigo M., Foresto P, Valverde J., Rasia R. Effects of sialic
acid digestion by trypsin on the morphology of erythrocyte aggregates.
Biorheology Vol 36 N°1/2 pp186. 1999

15- Foresto P., D’Arrigo M., Vaiverde J., Rasia R. Evaluacién de la
energia-de adhesion de hematies humanos: mediadas por -molécula de
adhesion. Libro de resumenes del ter Congreso Internacional de
Microcirculacion y Hemorreologia. ppb0 1999

16- D’Arrigo M., Foresto P., Carreras .., Etchepare Cuezzo R. Valverde J
and Rasia- R. Red blood cells  aggregation in diabetes. Libro- de
resumenes del 1er Congreso Internacional de Microcirculacion y
Hemorreologia: pp 37 1999 '

17- D Arrigo M., Foresto P., Racca L., Valverde J. Enzimatic degradation
of red cell surface. Effects on agregation. Libro de resumenes del 1er
Congreso Internacional- de Microcirculacion -y Hemorreologia: pp 56
1999

18- D’Arrigo M., Foresto P., Carreras L., Etchepare Cuezzo R., Di Tulio
L., Alet A, Valverde J. and Rasia R. Implicancia hemorreologicas y
microcirculatorias en la diabetes. Libro-de restmenes del 1er Congfeso
Internacional de Microcirculacién y Hemorreologia. pp 42 1999 '

19-- Ballone C., D'Arrigo M., Foresto P., Valverde J. Estudio del &ecido
sidlico sérico en pacientes diabéticos. Libro de resumenes del ter
Congrese Internacional de Microcirculaciéon y Hemorreologia: pp 38
1999

20- Alet-A., D"Arrigo M., Foresto P. Valverde J. and Rasia R. Erythrocyte
aggregation measurement by relative viscosity. Libro de resumenes dei
1er Congreso Internacional de Microcirculacién y- Hemorreologia. pp 52
1999

21--D"Arrigo M., Foresto P., Valverde J. and Rasia R. Rol-de-la-reolog{a |
en la reguiacion de la Presion sanguinea. Libro de resumenes del 1er
Congreso - Internacional de Microcirculacion y - Hemorreologia.- pp 98
1999

22- Suarez Sala V., D’Arrigo M., Foresto P., Valverde J. Adhesion CD44
- Hialuronato. Libro de restimenes del 1er Congreso Internacional de
Microcirculacion y Hemorreologia. pp 55-19498




3-2 Nacionales

1-Foresto P, D'Arrigo M., Valverde J. "Alteraciones de membrana
eritrocitaria detectadas por coeficiente de particion. Revista Argentina de
Transfusion, XX| (4). 344, 1995

2- D’Arrigo M., Foresto P., Farrugia B., Valverde J. -Alteraciones
superficiales eritrocitarias detectadas por el método de reparto. Libro de
resumenes del Congreso Nacional de Bioquimica  CUBRA 1997 68,:pag
45 1997

3-- D'Arrigo M., Foresto P., Valverde J..Sistema !NDIA'N(C-D44)- y
adhesion de eritrocitos. Boquimica y Patologia Clinica Vol 62- N° 2- pp
249 1998. '

4- Foresto- P., D'Arrigo M., Valverde- J. Alteraciones inmunoldgicas
detectadas por el coeficiente de reparto. Bioguimica y Patologia Clifica
Vol 62-N° 2- pp 251 1998.

5--Foresto P., D Arrigo M., Valverde J. gregacion eritrocitaria y- diabetes.
Medicina Vol 59 N°5/2 pp 602. 1999

4- Presentacién de Trabajos en Congrasos
4-1 Internacionales.

* 1ler Simposio Internacional Franco Argentino de Biorreclogia &
Microcirculacion. Rosario, 9 al 11 de setiembre de 1996.

- B'Arrigo M., P_Foresto, B. Farruggia; J. Valverde Accidén de un antisuero
anti-M sobre la carga suiperficial de hematies de distintos fenotipos
- Gatti V., D'Arrigo- M., Bouvet B, Valverde J., Rasia' R. Analisis
Biorrealogico comparativo entre liquido sinovial y soluciones de
hiaturopato.
- D'Arrigo- M., Foresto-P., Farrugia B., Valverde J. Un nuevo parametro
de agregacion para detectar anomalias hemorreologicas.

* Asociacion Argentina de-Hemoterapia. Medicina Transfusional. VII
Congreso Iberoamericano. VI Congreso Argentino. Buenos Aires,
10 al-13 de junio de 1997.
- D'Arrigo M., Foresto P., Farrugia B., Valverde J. Estudio de un-suero
monoclonal antiM por el método de reparto.

* IFCC- World- Lab’98 XVII- International Congress of Clinical
Chemistry and XlIl European Congress of Clinical chemistry and
Laboratory Medicine. Firenze, italy, 6-11, June 1999.

-Pla L., Foresto P., D"Arrigo M., Valverde J. and Rasia R. Morphology in
human erythrocyte: aggregate  diabetes. Clinical. Chemistry and
Laboratory medicine
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* 10 th Internationational Congress of Biorheology. 3er International
Conference on Clinical Hemorheoiogy. July 18-22 1999. Pécs,
Hungary.

--Foresto P., D"Arrigo- M., Valverde J. and Rasia R. Effect of sialic acid
digestion by tripsin on the morphology of erythrocyte aggregates.
-Foresto P., D"Arrigo M., Valverde J. and-Rasia R. Abnormal morpholegy
of eryihrocyte aggregates in diabetes by processing digitized microscopic
images.

« 1er Congreso- Internacional de Microcirculacion y- Hemorreeieg:a
Buenos Aires 21-22 de octubre de 1999

--Foresto P., D'Arrigo M., Valverde J.. Rasia R. Evaluacion de la -energia
de adhesién de hematies humanos mediadas por molécula de ahdesion.
- DArrigo M., Foresto P., Carreras L., Etchepare Cuezzo R. Valver-de J
and Rasia R. Red blood ceils aggregation in diabetes.
- DArrigo M., Foresto P., Racca L., Valverde J. Enzimatic degradatrqn of
red cell surface Effects on agregatron
- D’Arrigo M., Foresto P., Carreras L., Etchepare Cuezzo R., bi Tutio.L.,
Alet A, Valverde J. and Rasia R. Implicancia hemorreologicas y
microcirculatorias er g diabetes.
- Ballone C., DArrigo M., Foresto P., Vaiverde J. Estudio de! dido sidlico
sérico en pacientes- d:abétms
- Alet-A:, D"Arrigo M.; Foresto P., Valverde J. and Rasia R.. Erythroq:yte
aggregatlon measurement by relatwe viscosity.
- D"Asrigo M., Foresto P, Valverde J. and Rasia R. Rol de la reclogia en
la regulacion de la Presion sanguinea.

« International Conference- on- Medical Diagnostic Techigues- &
Procedures. Indian iInstitute of Tecnhnology. Madras (India),
December 15-17, 1999

- Foresto P., D'Arrigo M., Valverde J. and Rasra-R.--Mleroscepre image
analysis aggregate morphology applied to the diagnostic of vascular
diseases.

4-2 Nacionales
+ XHI- Reunidon Anual- de la- Sociedad - de Biologia de  Rosaro.
Rosario. Noviembre 1993,
- Foresto P., D'Arrigo M, Valverde J. Influencia de la Tripsinacion en la
fragitidad eritrocitaria

s |l Jornadas- Bioquimicas  de-Rosario. Rosario, 15-18 de junio de
. 1994. _
- Foresto P., D'Arrigo M, Valverde J-. "Ei Coeficiente de particion, un
nuevo parametro para detectar anomalias de membrana”.




» Xl Jornadas Nacionales de Reologia. X! Jornadas de Reologia
Nacionales de-la Asociacion Argentina de Reologia: Rosarie, 21
y 22 de noviembre de 1994,
-Foresto P., D'Arrigo M, Valverde J. "Un método cinético para detectar
anomatias de membrana" .

= "Primer Congreso Rosarino y XIV Reunion Anual de la- Socigdad
de Biologia de Rosario. Rosario, 21 al 23 de noviembre de 1994,
Foresto P., D'Arrigo- M, Valverde J. "El Coeficiente -de- particion, un
nuevo parametro para detectar anomalias de membrana".

« 2do. Encuentro Bioguimico .Facultad de: Ciencias Biogquimicas y
Farmacéuticas. U.N.R. Rosario, 15 al 17 junio de 1995,

- Foresto P., D'Arrigo M, Valverde J. Eritrocitos con alteraciones de

membrana detectadas por particion en sistemas acuoso bifasicos. i

« V Congreso Argentino de Medicina Transfusional: Asociaeion
Argentina de Hemoterapia e Inmunohematologia. Buenos Aires,
27 al 29 de septiembre de 1995.
- Foresto P., D'Arrigo M, Valverde J. Alteraciones de membrana
eritrocitaria detectadas por coeficiente de Particion.

+ XV Reunion Anual de la Soc. de Biologia de Rosario. Rosario, 22
y 23 de noviembre de 1995.
- D'Arrigo M., Foresto P., Valverde J. Parametro de agregacion como
indicador de alteraciones hemorreclogicas.

» 3er Congreso Argentino de Hipertension Arterial. 16 Reunidn del
Consejo Argentino de-Hipertension: Arterial - de SAC --5 Reunion
Anual de Hipertension Arterial de FAC. Rosario, del 28/10 al 1/11
de-1995.

- Foresto P., D'Arrigo M, Valverde J, Filippini F., Gallo R., Alonzo H.
Hipertension y Marcadores de Grupo Sanguineo. Asociacion con el locus
MN.

» Soc. Argentina de Hipertension. Circulo - Medico de Rosario.
Rosario, 3 de octubre de 1996
--Foresto-P., D'Arrigo M., Valverde P. Hipertension y Marcadores de
grupo sanguineo MN.

* XVI Reunion de la Soc. de Biologia de Rosario. -Rosario, 27 y 48
de noviembre de 1996
- Foresto P., D'Arrigo M., Valverde J. Modificacion de la- carga
eritrocitaria por accion de anticuerpos. '
- Foresto P., D'Arrigo M., Valverde J. Analisis Biorreologico comparativo
entre liquido sinovial y soluciones de hialuronato.
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- D'Arrigo M., Foresto P., Valverde J. Comportamiento de eritrocitos de
distintas especie en sistemas bifasicos sensibies.

* Tercer Encuentro Bioquimico 1997 Rosario, Agosto de 1997.
- D"Arrigo M., Foresto P., Farrugia B., Valverde J. Estudio de un suero
monocional anti-M por el metodo de reparto. .
- D'Arrigo M., Foresto P., Gatti V., Valverde J Anticuerpos eritrocitarios
en liguido sinavial

» Congreso Nacional de Bioquimica - CUBRA-{V. San Miguel de
Tucuman , setiembre 1997.
- D’Arrigo M., Foresto P., Farrugia B., Valverde J. Alteraciones
superficiates eritrocitarias detectadas por el metodo de reparto

* Sociedad de Biologia de Rosario; XVIl Reunién anual. Rosario, 24

y 25 de noviembre de 1997.
- D’Arrigo M., Foresto P., Farrugia B., Vaiverde J. Participacion del-acido
sialico en la carga superficial eritrocitaria. poster 175

* Congreso Argentino de Bioquimica 6 al 9 de octubre de 1998
Buenos Aires.
- D"Arrigo M., Foresto P., Valverde J. Sistema Indian (CD44}) y adhasion
de eritrocitos.poster n° 19, 62° '
- D'Arrigo M., Foresto P., Valverde J. Alteraciones inmuneldgicas
detectadas por el coeficiente de reparto.poster n° 28. 62°

* Xl Reunidn de la Soc de Biologia-de Rosario . Rosario,17-18 de
nov de 1998.
- DArrigo M:; Foresto P., Valverde J . Efecto de la tripsina sobre la
agregacion eritrocitaria. poster N° 155

* 4to Encuentro Bioquimico. Rosario, 5-7 de agosto de 1999
--Alet A., Foresto P., D’Arrigo-M., Valverde J. Rasia R. Determinacion del
indice de agregacion erirocitario por viscosimetria.
- Suarez Sala V., Foresto P, D'Arrigo M., Valverde J Adhasion
CD44-Hialuronato

* XLIV Reunién Anual de la SAIC Sociedad Argentina- de
Investigacién Clinica.Mar del Plata, 17-20 noviembre de 1999.
-D°Arrigo- M., Foresto P., Carreras L., Etchepare Cuezzo R.,Valverde J
and Rasia R. Agregacion eritrocitaria y diabetes.

* 19 Reunion Anual de la- Sociedad de Biologia- de Rosario. _
Rosario, 3 de diciembre de 1999
- D'Arrigo M., Foresto P., Valverde J and Rasia R: Roi de la reologia en
la regulacién de la presion sanguinea
- D"Arrigo M., Foresto P, Valverde J y Rasia R. Energia de adhesion de
giobulos rojos. Su cuantificacién en camara de adhesion.
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- Suarez Sala V., D"Arrigo M., Foresto P., Vaiverde J . Adhesion CD44.
Hialuronato.

PREMIOS Y DISTINCIONES OBTENIDOS.:

Premio 'Prof. Carlos Fasciolo por el trabajo: Foresto P., D"Arrigo M.,
Valverde J., Gallo , Filipini. Hipertension y Marcadores de grupo
Saguineo. Asociacion con el locus -MN.

3er Congreso Argentino de Hipertension Arterial.

Rosario, noviembre 1995,




Fe de errata

pag 58 rengién 12 - Donde dice: “El origen de las fuerzas de
repulsion de las particulas en un medio liquido de suspension, en un
medio liquido, es bien conocido.” debe decir: “E! origen de las
fuerzas de repulsion de las particulas en suspensién, en un medio
liquido, es bien conocido.”

pag 75 rengién 6 - Donde dice : “El mecanismo de reparto es
desconocido” debe decir ““El mecanismo de reparto se puede
describir como una compleja interaccién entre la particula
suspendida en una de las fases y las moléculas que hay a su
alrededor.

pag 84 renglén 4 - Donde dice: “carga superficial * debe decir:
“carga eléctrica superficial®

pag 91 renglén 16 - Donde dice: “El coeficiente de reparto (P) se
define como la cantidad de células en la fase superior respecto del
total de células adicionadas.” debe decir: “El coeficiente de reparto
(P) ha sido calculado, segun la expresion:

P={[Hb g/d| -fase superior- ] / [Hb g/d| -total-]} . 100

N
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