UNIVERSIDAD NACIONAL DE ROSARIO

FAcuLTAD DE CIENCIAS EXACTAS, INGENIERIA Y AGRIMENSURA

TESIS DE DOCTORADO EN FISICA

ESTUDIO Y EVALUACION DE TECNICAS OPTICAS PARA LA
CARACTERIZACION Y MODELIZACION DE INTERACCIONES

ENTRE COMPONENTES SANGUINEOS.

APLICACION AL DESARROLLO INNOVATIVO DE INSTRUMENTAL EN

FisicA BIOMEDICA

Autor: Lic. Martin Alejandro Toderi Cicchini
Directora: Dra. Bibiana D. Riquelme

Codirector: Dr. Gustavo Galizzi

Tesis presentada para optar al titulo de Doctor en Fisica

Trabajo realizado en el Instituto de Fisica Rosario (CONICET-UNR)

Rosario, Argentina, 2020.



Agradecimientos

En primer lugar, quiero agradecer a mi directora, la Dra. Bibiana Riquelme por estar
siempre a disposicion, su gran entusiasmo y pasion hizo de esta tarea una experiencia de
aprendizaje tnica para mi. Quiero agradecer a mi codirector el Dr. Gustavo Galizzi por
su constante aporte de ideas y vitales guias. De ambos agradezco sus buenos consejos,
su enorme calidez y su confianza en mi. Le estoy agradecido a la Dra. Mariel Galassi
que me encaminé hacia la Fisica Médica. A los Drs. Lucas Tendela y Horacio Castellini
por darme una mano siempre. A la Dra. Analia Alet que me ayudo6 con los aspectos
biolégicos de esta tesis y al Dr. Dominique Dumas por recibirme en Francia. También,
gracias a mis companeros, en especial a Julidn, Tanea, Carolina y Veronica.

Agradezco el total apoyo econémico del CONICET), asi como también a la Sociedad
Internacional para la Optica y la Fotonica SPIE por la financiacion otorgada a ciertas
actividades.

En ultimo lugar, quiero agradecer a mi familia. Agradezco a mi querida esposa Lara,
por acompanarme desde hace anos, brinddndome su apoyo y carino constante. Gracias
a mi nona que siempre se vio dedicada a sus dos nietos. Gracias a mi hermano Gabriel
a quien tengo infinito afecto. Finalmente, gracias a mama y a papé, por siempre darme
todo lo que quise y mas, por velar por mi bienestar constantemente y por haberme
ensenado y apoyado en todos los momentos de mi vida, por convertirme en la persona

que soy, esto es para ellos.



Publicaciones

Los resultados de esta tesis doctoral se dieron a conocer mediante las siguientes

publicaciones:

e Toderi M. A., Galizzi G. E., Riquelme B. D., Dumas D., “Study of the red blood
cell aggregation by coherent anti-Stokes Raman spectroscopy”, Proc. SPIE 11251,
Label-free Biomedical Imaging and Sensing 2020; doi: 10.1117/12.2543073.

e Toderi M. A., Riquelme B. D., Galizzi G. E., “An experimental approach to
study the red blood cell dynamics in a capillary tube by biospeckle laser”, Optics

and Lasers in Engineering, vol. 127, 2020. doi: 10.1016/j.optlaseng.2019.105943.

e Ponce de Leon P., Toderi M., Castellini H., Riquelme B. “Red blood cell alte-
rations by in vitro action of Trichinella spiralis newborn larvae”, Global Journal
of Biotechnology and Biomaterial Science, 6(1), 007-012. 2020. doi: 10.17352/
gjbbs.000012.

e Toderi M. A., Riquelme B. D., Galizzi G. E., “Study of Red Blood Cell inter-
action by side scattering and forward scattering biospeckle”, en Latin America

Optics and Photonics Conference, OSA Technical Digest (Optical Society of Ame-
rica, 2018), paper TudA.42. doi: 10.1364/LAOP.2018.Tu4A .42.

e Ciunne M. F., Toderi M. A., Riquelme B. D. “Computational analysis of red
blood cell aggregation kinetics to obtain representative parameters in healthy

donors”, Series on Biomechanics, vol.31, no.3, pp. 36-41, 2017.

IT



III

Buszniez P., Lerda N., Toderi M., DArrigo M., Riquelme B. D.“Hemorheological
action of trigonelline on in vitro glycated red blood cells”, Series on Biomechanics,

vol.31, no.3, pp. 30-35, 2017.

Toderi M. A.; Lerda N., Buszniez P., Riquelme B. D. “An optical chip aggre-
gometer based on laser transmission to detect alterations in the aggregation of
glycosylated RBC”, Proc. SPIE 10376, Novel Optical Systems Design and Opti-
mization XX, 103760U, 2017; doi: 10.1117/12.227332.

Toderi M. A., Castellini H., Riquelme B. “Descriptive parameters of the eryth-
rocyte aggregation phenomenon using a laser transmission optical chip”, Journal

of Biomedical Optics, vol. 22, no. 1, 017003, 2017. doi:10.1117/1.JB0O.22.1.017003.

Toderi M., Batista da Silva, M. V., Londero C., Castellini H., Alet N., Riquelme
B. D., Alet A. “Evaluation of dynamic viscoelastic alterations in erythrocytes
treated in vitro with different anesthetic drugs”, Revista Latinoamericana de

Fisica Médica, 2016.

Ponce de Leén P., Toderi M. A., Castellini H., Riquelme B. D. “In vitro altera-
tions of erythrocyte aggregation by action of Trichinella spiralis newborn larvae”,

Clinical Hemorheology and Microcirculation, vol. 65, no. 2, pp. 195-204, 2017.
doi:10.3233/CH-16158.



indice general

Motivacién y objetivos

Resumen

I Antecedentes del tema y fundamentos

1.

2.

Introduccion

1.1. Componentes de la sangre y determinantes de su dindmica . . . . . . .

1.1.1. Caracteristicas de los glébulos rojos . . . . . . .. .. ... ...

1.1.2. La membrana del glébulo rojo . . . . . . ... ... ...

1.1.3. Caracteristicas de la membrana eritrocitaria . . . . . . . . . ..

1.1.4. Importancia de la carga superficial del globulo rojo . . . . . ..

1.2. El fenomeno de adhesion inter-eritrocitaria . . . . . . . . . . . ... ..

1.3. Aspectos histéricos . . . . .

1.3.1. Estudios de la interaccién dextran-eritrocito . . . . . . . . . ..

1.3.2. Investigaciones recientes . . . . . . . . . ... ...

1.4. Patologias con alteraciones hemodinamicas . . . . . . . . ... ... ..

Modelizacion de la interacciéon entre glébulos rojos

2.1. Modelo de doble capa difusa y el potencial Zeta . . . . . . .. ... ..

2.2. Modelo de interfase de Stern

IX

XI

10
12
13
14
16

19
19
22

v



Indice general

2.3.
2.4.
2.5.

Teoria Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO) . . . . . . . .. ..

Teoria de Skalak para la agregacion eritrocitaria . . . . . . . . . .. ..

Teoria de Depletion y Modelo de Bridging . . . . . . . . . . ... ...

2.5.1.
2.5.2.

Depletion . . . . . ..

Bridging . . . . . . . .

3. Analisis experimental de la dinAmica de interaccién eritrocitaria

3.1. Técnicas de transmision y retrodifusion de la luz . . . . . . . .. .. ..

3.2. Técnica de Biospeckle . . . . . .. ... oL

3.3.

3.2.1.
3.2.2.
3.2.3.

El fenémeno de speckle laser . . . . . . . . ... ... ...
Formacion de una distribuciéon de speckle . . . . . . . . ... ..

Biospeckle laser (BSL) . . . . ... ... ... ...

Anaélisis digital de imagenes microscopicas . . . . . . . . . ... .. ..

3.3.1.

Microscopia CARS . . . . . . . .. .. ...

II Desarrollos experimentales

4. Técnica de transmision de luz

4.1.

Introduccidon . . . . . . .

4.2. Materiales y métodos . . . . . . ...

4.3.

4.2.1.
4.2.2.
4.2.3.
4.2.4.

Equipamiento . . . . . . .. ..o L
Sistema experimental . . . . . . . . ... ... ... ...
Chip optico . . . . . . . . .

Descripcion y metodologia . . . . . . . ... ...

Parametros de agregacion . . . . . . . ..o

4.3.1.
4.3.2.

Parametros de agregacion a partir del silectograma . . . . . . .

Parametros de Kaliviotis y Yianneskis . . . . . .. ... .. ..

4.4. Alteracion in vitro de los factores de interaccion eritrocitaria . . . . . .

24
26
27
29
33

37
38
40
40
41
48
49
20

56



Indice general VI

4.5. Resultados . . . . . . . . .. 67
4.5.1. Dependencia de los pardmetros de agregacion respecto al hema-

tocrito . . . ..o 67

4.5.2. Alteracion in vitro de la carga eléctrica superficial eritrocitaria . 68

4.5.3. Alteracion in vitro del contenido de proteinas plasméticas en el

medio . ... 70
4.5.4. Aplicacion del modelo de Kaliviotis y Yanneskis . . . . . . . .. 71
4.5.5. Accion de agentes anestésicos . . . . .. ... 72
4.5.6. Alteraciones por larvas de Trichinella spiralis . . . . . . . . .. 74

4.5.7. Alteracion de la agregacion de GR por glicosilacion no enzimatica 76

4.6. Agregémetro de chip 6ptico portatil . . . . . .. ..o 79
4.7, Discusion . . . . ... 82

5. Técnica de Biospeckle 85
5.1. Introduccion . . . . . . ..o 85
5.2. Ensayos preliminares . . . . . . . . .. ..o 85
5.2.1. Método . . . ..o 86

5.2.2. Resultados . . . . . . .. .. 88

5.3. Dindmica de GR en un tubo capilar . . . . . . . .. ... ... ... .. 90
5.3.1. Sistema experimental . . . . . . ... ..o 90

5.3.2. Adquisicion de datos y andlisis. . . . . .. ... 92

5.3.3. Parametros de BSL: Coeficiente de Correlacion y Momento de

Inercia . . . . . . . Lo 93

5.34. Resultados . . . . . . .. .o 96
5.3.5. Discusion . . . . ..o 100

5.4. Estudio de la agregacion de GR . . . . . . .. ..o 102

5.4.1. Sistema experimental . . . . . . . .. ... 103



Indice general

5.4.2. Analisis del tamano de granode BSL . . . . ... ... ... ..
54.3. Resultados . . . . . . .. ...

5.4.4. DIScusion . . . . ...

6. CARS: espectroscopia Raman anti-Stokes coherente
6.1. Introduccion . . . . . . . ..
6.2. Sistema experimental . . . . .. .. .00
6.3. Resultados . . . . . . . . .. .
6.3.1. Barrido de longitudes de onda pump . . . . . .. ... ... ..
6.3.2. Analisis FLIM de la senal CARS . . . . . ... ... ... ...

6.4. DiscusiOn . . . . . . .

IIT Conclusiones generales y perspectivas futuras

7. Conclusiones

IV  Apéndices

A. Materiales Biologicos
A.1. Muestras de sangre . . . . . . . . . . .. ...
A.2. Muestras de glébulos rojos . . . . . . . . ...
A.3. Preparacion general de muestras . . . . . . ...
A 4. Tratamiento con tripsina . . . . . . . . . .. ...
A.5. Alteracion del contenido de proteinas plasméaticas . . . . . . . . . . ..
A.6. Agentes anestésicos . . . . . ... Lo
A.7. Incubacion con parasitos . . . . . . ... ..o

A.8. Tratamiento con dextran . . . . . . . . . . . . ...

B. Nota modelo de consentimiento informado del donante

VII

104
106
114

117
117
118
120
120
124
125

127

128

131

132
132
133
133
134
134
135
135
136

137



Indice general

C. Detalles experimentales

C.1. Chip 6ptico . . . . . . . ...

C.2. Sistema experimental para transmisién de luz . . . . .

C.3. Optimizacion del volumen de muestra en el chip 6ptico

Bibliografia

VIII

139
139
141
143

146



Motivacion y objetivos

La evolucion de los conocimientos en Fisica Biomédica en las ultimas décadas ha
hecho de esta rama de la Ciencia una herramienta indispensable para la evaluacion
de determinadas situaciones clinicas, en particular las relacionadas con alteraciones
hemorreologicas en patologias vasculares. La necesidad de estudiar y modelizar las in-
teracciones de componentes de la sangre y la definiciéon de pardmetros necesarios en su
enfoque reolégico, conducen a la concepcion de nuevos equipos y técnicas, generalmente
fundamentadas en principios 6pticos y mecanicos. En los ultimos anos se han propues-
to dispositivos de pequenas dimensiones (chips) que utilizan pequenos volimenes de
muestras y se basan en fenémenos fisicos para la evaluacion de la coagulacion y agrega-
cion eritrocitaria. Por otra parte, hasta el momento no se ha realizado una evaluacion
y modelizacion completa de la incidencia de las distintas variables que influencian la
dindmica de las interacciones entre los componentes de la sangre. Por lo tanto, es de
interés actualmente en Fisica Biomédica, obtener modelos consistentes con las distin-
tas variables fisiopatologicas a fin de elaborar en forma sencilla y rapida, pardmetros
que permitan diagnosticar y prevenir posibles alteraciones en la microcirculaciéon. Este
trastorno es caracteristico de las muy frecuentes patologias vasculares, como la diabe-
tes y la hipertension arterial, ademéas de otros trastornos de la salud como por ejemplo
anemias y parasitosis.

En consecuencia, el objetivo de este trabajo es investigar la dinamica de la inter-

accion de componentes de la sangre por medio de técnicas basadas en tecnologias que

IX



Motivacion y objetivos X

hacen uso de la luz. Se propone reconocer, caracterizar y cuantificar factores deter-
minantes del comportamiento reolégico de la sangre, y al mismo tiempo, ampliar el
conocimiento sobre las técnicas aplicadas. De esta manera, se busca adaptar y desa-
rrollar nuevos métodos no convencionales para estudiar la Hemorreologia en espacios

clinicos.



Resumen

En esta tesis se estudia la dindmica de interacciéon de componentes de la sangre y, en
particular, la Fisica del proceso de agregacion eritrocitaria. Se abordan los fundamentos
de la cinética de agregacion de los globulos rojos, siendo los principales componentes
involucrados en el comportamiento hemorreologico de la sangre. Conociendo los facto-
res que gobiernan la agregacion eritrocitaria, se presentan los ensayos experimentales
realizados con técnicas Opticas (transmision de luz, biospeckle, espectroscopia Raman
anti-Stokes coherente) desarrolladas para el estudio de estas caracteristicas. Estos es-
tudios tienen también un gran potencial para su aplicaciéon a otros procesos dindmicos
de la sangre y de otros fluidos biolégicos, como por ejemplo la coagulacion y la moti-
lidad celular. Esta tesis doctoral estd enmarcada en las lineas de investigacion de los
grupos de Fisica Biomédica, y de Optica y Fotonica del Instituto de Fisica Rosario
(CONICET-UNR). Los experimentos fueron llevados a cabo en el IFIR, con la colabo-
racion del Area Fisica y del Area Quimica Analitica Clinica de la FCByF (UNR) para
el manejo de muestras bioldgicas. Los ensayos referentes a espectroscopia Raman anti-
Stokes coherente se realizaron en el Biopolo de la Universidad de Lorraine, Ingénierie
Moléculaire et Physiopathologie Articulaire - UMR 7365 CNRS, con la colaboracion
del Dr. Dominique Dumas, durante una estancia doctoral en Nancy, Francia.

En el primer capitulo se introducen conceptos y términos bioldgicos relevantes a los
ejes de esta tesis. Para ello, se realiza una revision bibliografica sobre los componentes

involucrados en el proceso de adhesion de eritrocitos. Posteriormente, se explica el inte-

XI



Resumen XII

rés del estudio de la agregacion de glébulos rojos como un caracterizador de patologias
y alteraciones reolodgicas de la sangre.

El segundo capitulo presenta los modelos fisicos previos propuestos para explicar
la dinamica de interacciéon eritrocitaria. Se muestran enfoques basados en las interac-
ciones electrostaticas y luego dos teorias principales para la formacion de agregados
de eritrocitos. La presencia de macromoléculas en el medio de suspension, junto a la
carga superficial eléctrica del globulo rojo, dan lugar a los escenarios que condicionan
la formacion de estructuras de conjuntos de células.

El tercer capitulo introduce las estrategias experimentales de este trabajo y sus
fundamentos, describiendo particularmente las técnicas méas comunmente empleadas
en la tematica.

En el cuarto capitulo se detalla la técnica de transmision de luz implementada para
estudiar la agregacion eritrocitaria. Se presentan los analisis de muestras de sangre alte-
radas in vitro por diversos métodos. Se determinan y analizan los parametros caracte-
risticos de la cinética de agregacion eritrocitaria, de potencial aplicacion al diagnostico
de alteraciones presentes en patologias vasculares. Finalmente, se expone el prototipo
de agregéometro de chip 6ptico portatil basado en esta técnica, desarrollado para uso
clinico como parte de esta tesis.

El quinto capitulo analiza la aplicacion del fenémeno de biospeckle laser como una
herramienta de estudio hemorreol6gico no invasivo. El biospeckle presenta mayor com-
plejidad que otras técnicas, tanto experimental como computacional, siendo la informa-
cioén que brinda mas rica que la técnica de transmision de luz. Se trabajo principalmente
con dextran para la modelizacion in vitro de la agregacion eritrocitaria. También, se
estudiaron parametros que permiten identificar las caracteristicas de la dindmica eri-
trocitaria.

El sexto capitulo incursiona en el uso de la microscopia con fuentes de luz no

convencionales. Se aborda la espectroscopia Raman anti-Stokes coherente, una técnica



Resumen XIII

de muy reciente aplicacion y escasa disponibilidad debido a la dificultad experimental
y de equipamiento que implica. El potencial de impacto de esta técnica es alto, puesto
que prescinde del marcaje o tratamientos quimicos invasivos de la muestra. En este
caso, los tratamientos in vitro fueron realizados utilizando dextrén.

El dltimo capitulo aborda los principales resultados y discusiones de los tres ca-
pitulos precedentes. Se expone una conclusién general de esta tesis y se presentan
perspectivas de trabajo futuro.

Al final en forma de apéndice se presenta la preparacion del material biologico y

los detalles de los procedimientos experimentales.



Antecedentes del tema y fundamentos



1. Introduccion

1.1 Componentes de la sangre y determinantes de su
dinamica

Para abordar el estudio de las interacciones fisicas entre los elementos que intervie-
nen en el comportamiento de la sangre, es necesario tener en claro las caracteristicas
biologicas de los mismos. Los eritrocitos, hematies o globulos rojos (GR), dada su gran
concentracion y caracteristicas, son los principales responsables del caracter reologi-
co de la sangre. La dinamica de la interaccion de estas células se condiciona por los
elementos que las circundan, como ser la composicion del medio de suspension. Para
comprender este fenémeno es necesaria una revision bibliografica sobre los componen-
tes involucrados en el proceso de adhesion de GR, presentandose ademés en el Capitulo

2 los modelos propuestos para explicar la dindmica de la interaccion de estas células.

1.1.1 Caracteristicas de los glébulos rojos

Los GR tienen la vital misiéon de proteger y transportar la hemoglobina, que es la
responsable del intercambio de oxigeno del organismo. Cada milimetro ctibico o micro-
litro de sangre contiene unos cinco millones de eritrocitos. Los GR, cuyas dimensiones
son de alrededor de 7 pum, gracias a su elevada capacidad de deformacion, pueden atra-

vesar los microcapilares de didmetros de alrededor de 2 pm, garantizando la llegada de
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oxigeno a la totalidad del organismo [Chien, 1987].

Al abandonar la médula 6seal, el globulo rojo sobrevive en la circulacion alrede-
dor de 120 dias, tiempo durante el cual recorre aproximadamente 600 km de territorio
vascular. Durante ese trayecto, es sometido 500.000 veces a turbulencias del flujo car-
diaco y debe atravesar en un elevado ntmero de ocasiones el filtro esplénico del bazo,
constituido por espacios mucho més pequenos que él [Blom, 2003].

La membrana del globulo rojo posee propiedades fisicoquimicas peculiares que le
confieren su caracteristica forma de disco biconcavo (Figura 1.1). En esta condicion,
los eritrocitos presentan una forma redondeada y uniforme, con una delgadez central
que corresponde al area en que convergen las dos concavidades debido a la pérdida
del nicleo celular al entrar en la circulacion [Mohandas y Shohet, 1978; Sans-Sabrafen
et al., 2007].

La Figura 1.2 muestra un esquema en vistas de la morfologia del glébulo, la forma
biconcava de entre 5 y 7,5 pm de didmetro, 2,5 um de espesor maximo y 1 um de
espesor minimo le permite al eritrocito tener una gran superficie de aproximadamente
140 pm? en relaciéon a su volumen que varfa entre 80 y 100 um? (i.e., 80 a 100 fL)

[Skalak et al., 1973].

1.1.2 La membrana del glébulo rojo

Si bien la membrana del eritrocito constituye el 1% del peso total del mismo,
desempena un papel primordial en las propiedades mecénicas del globulo rojo. Como
en la mayorfa de las membranas biolégicas, siguiendo el modelo del mosaico fluido
[Singer y Nicholson, 1972], los lipidos forman una doble capa en la que se hallan total
o parcialmente inmersas diversas proteinas.

La membrana del eritrocito esta constituida por lipidos (42 %), proteinas (50 %) e

1La médula 6sea es un tipo de tejido que se encuentra en el interior de los huesos largos, vértebras,
costillas, esternon, huesos del craneo, cintura escapular y pelvis. Todas las células sanguineas derivan
de células madre presentes en la médula 6sea.
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Figura 1.1: Globulos rojos en reposo fotografiados mediante microscopia electronica de barrido
(MEB AMRAY) a 10keV, previamente fijados con glutaraldehido y con recubrimiento metalico [Elias,
2012].

7,5 um

2,5um

Vista cenital Vista transversal

Figura 1.2: Esquema del globulo rojo mostrando sus dimensiones y su caracteristica forma bicon-
cava.

hidratos de carbono (8 %) y comprende tres niveles [Evans y Skalak, 1980]. La Figura

1.3 es una representacion de este modelo biol6gico consistente en:

(1) El glicocalix constituido por las sialoglicoproteinas que se proyectan a una cierta

distancia de la superficie celular.
(11) La bicapa lipidica con proteinas ensambladas.

(r11) El citoesqueleto, que es una red de proteinas retractiles que cubren la superficie

interna de la bicapa lipidica.

La interaccion entre los lipidos, las proteinas integrales y las proteinas del citoesque-

leto condiciona la mencionada caracteristica forma biconcava del eritrocito, que origina
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la elevada relacion superficie/volumen. Las propiedades reologicas de los GR son un
reflejo de su estructura, porque presenta un comportamiento “sélido elastico” dado por
el citoesqueleto que le otorga propiedades elastoplasticas y un comportamiento “fuido”
dado por la bicapa lipidica que obliga a que los cambios de forma se den sin variacion

de area [Mohandas y Evans, 1994].

Rh R
A } N - - )
Cabezas ) - : - - -
hidrofilicas | - - - Glicoforina C Glicocalix
‘ Banda 3 B
000000000001 | 200000000001 [DOZ00000000

' Bicapa
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Figura 1.3: Diagrama de la membrana eritrocitaria donde se muestra el glicocalix, la bicapa lipidica,
y las proteinas integrales que constituyen el citoesqueleto.

Lipidos

Los tres tipos principales de lipidos de las membranas celulares son los fosfolipidos
(los més abundantes), el colesterol y los glicolipidos. Estos lipidos son anfipaticos,
es decir, tienen un extremo hidrofilico (i.e., que es atraido por el agua o polar) y
un extremo hidrofébico (i.e., que rehiye el agua o no polar). Esta disposicion de las
moléculas de fosfolipidos, con sus cabezas hidrofilicas expuestas y sus colas hidrofébicas
agrupadas, forma la base estructural de las membranas celulares [Alberts et al., 2002|.

Los componentes lipidicos de la membrana eritrocitaria se mueven en ella constante-
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mente. Muchas funciones de la membrana, fundamentalmente el transporte, dependen
criticamente de la habilidad de la célula de mantener sus cadenas laterales de acido

graso en estado fluido.

Proteinas

Las proteinas cumplen funciones biologicas importantes: controlan la morfologia de
la célula, los mecanismos de trasferencia y las actividades enzimaticas |Berk y Hoch-
muth, 1992|. Las proteinas de la membrana eritrocitaria han sido clasificadas segun la
facilidad con la cual pueden ser extraidas de la membrana eritrocitaria. Las proteinas
integrales estan firmemente incluidas en el interior o atravesando la bicapa lipidica
con sus dominios hidrofébicos, siendo extraibles s6lo con reactivos potentes como los
detergentes. Las proteinas periféricas, por otro lado, estan asociadas mas débilmente
pudiendo ser extraidas mediante procedimientos con sales o con pH elevado.

Por su parte, las sialoglicoproteinas por su terminal de acido sialico confieren cargas
electronegativas a la superficie del GR, e inducen la repulsion electrostatica intereri-

trocitaria manteniendo las células en suspension monodispersas [D’Arrigo, 2000].

Citoesqueleto

El citoesqueleto eritrocitario estd compuesto por diversas proteinas: espectrina, an-
quirina, actina, proteinas 4.1, 4.2, 4.9, p55 y las aducinas. Estas proteinas forman un
citoesqueleto de cierre que fija la superficie interna de la membrana al unirse a los do-
minios citoplasmaticos de la banda 3 y glicoforinas; estando a su vez en intimo contacto
con la hemoglobina (ver Figura 1.3). Se ha propuesto un modelo segun el cual las pro-
teinas del citoesqueleto eritrocitario presentan dos tipos de interacciones: horizontales

y verticales [Mohandas y Gallagher, 2008|.



Capitulo 1. Introduccion 7

1.1.3 Caracteristicas de la membrana eritrocitaria

La membrana desarrolla miltiples y complejas funciones metabodlicas y estructurales

[Delfino, 1991], para ello es necesario que posea las siguientes caracteristicas:

Equilibrio Osmético

El globulo rojo esté en equilibrio osmético con el medio, pues el agua puede atrave-
sar libremente la membrana, en respuesta a cambios en la osmolaridad intra- o extra-
celular. La permeabilidad para aniones es mayor que para cationes. El principal de-
terminante de la osmolaridad intra-eritrocitaria es la concentraciéon de solutos, para
los que la membrana es relativamente impermeable: aniones polivalentes y cationes

monovalentes.

Caracteristica viscoelastica

Los GR se desplazan en los grandes vasos por el eje central, y el resto de los compo-
nentes lo hace en capas periféricas formando una “vaina liquida” otorgando a la sangre
una mayor fluidez segtn el efecto Fahraeus-Lindqvist [Fahraeus y Lindqvist, 1931]. Por
otra parte, en los microcapilares los GR pasan en forma individual deformandose de
forma tal de tener el mayor contacto con las paredes para realizar el intercambio de
oxigeno. Para poder cumplir con esta funciéon, como se dijo anteriormente, el GR posee
caracteristicas viscoelasticas especiales. La bicapa lipidica confiere al GR las propieda-
des viscosas y el citoesqueleto aporta resistencia mecanica y elasticidad. En cualquier
condicion de circulacion, el eritrocito sometido a las tensiones cortantes del flujo, se
deforma de manera de ofrecer la menor resistencia hidrodinédmica, al tiempo que su
membrana adopta un movimiento de rotacién sobre si misma como lo hace la oruga
de un tanque de guerra. Este movimiento reductor de la viscosidad de la sangre se

denominé en inglés tank-treading motion |[Feng, 1988|. El adecuado comportamiento
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reologico de los eritrocitos depende, del correcto funcionamiento de cada uno de sus

componentes y de su conjunto.

Propiedades de estabilidad estructural

El control de la forma del globulo rojo 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 cuando son sometidos a una deforma-
cion transitoria. El citoesqueleto provee estabilidad a la membrana y se lo considera
el mayor determinante de la forma, deformabilidad e integridad estructural. Su capa-
cidad resistente estabiliza la bicapa lipidica contra distorsiones y su elasticidad ayuda
a restablecer, rapidamente, la forma celular. La adecuada composicion lipidica de la

membrana, también es fundamental para el mantenimiento de la forma [Schrier et al.,

1992].

Morfologia de los eritrocitos

La forma bicéncava de los eritrocitos facilita la principal funciéon de estas células,
que es el transporte de gases, ya que acorta las distancias de difusiéon entre la superficie
y el centro en comparacion con las que tendria, por ejemplo, una esfera o un elipsoide.
En areas de la circulacion donde las fuerzas de corte son muy altas, el globulo rojo
adopta una forma hidrodinamica que se asemeja a un paraguas, la cual opone una
resistencia minima al flujo como se ve en la Figura 1.4 [La Celle, 1975; Mohandas
et al., 1983]. En condiciones de reposo, los GR tienen forma de disco biconcavo como
se detall6 anteriormente, resultante del equilibrio entre las fuerzas externas e internas

que actuan sobre ellos [Mohandas et al., 1983].
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Figura 1.4: Microfotografia de eritrocitos en la microcirculacion, donde se observa que los globulos
rojos adoptan una forma hidrodinamica.

1.1.4 Importancia de la carga superficial del glébulo rojo

Una suspension de GR en medio fisiol6gico constituye un estado estable o metaes-
table que se puede esquematizar como la resultante de la accién de dos tipos de fuerzas
opuestas: las fuerzas de cohesiéon que tienden a atraer las células, y las fuerzas de
repulsiéon que tienden a separarlas.

Estudios de migracion electroforética?, demuestran que los GR, se comportan como
particulas cargadas eléctricamente (caracteristicas anionicas). El origen de esta carga,
como se dijo anteriormente, se debe principalmente a la presencia en la superficie de
grupos carboxilicos de los acidos sialicos unidos a las glicoproteinas de membrana,
constituyendo el glicocalix como se observa en la Figura 1.3 [Chien y Sung, 1987|.
Todos los GR son portadores de la misma carga, lo que genera en suspension salina,
una fuerte repulsion entre las células. En tal sistema, a nivel de la interfaz sélido-liquido,
existe una fase de contacto caracterizada por la presencia de moléculas ionizadas en la

que los efectos son modulados por movimientos brownianos.

2La electroforesis es una técnica muy utilizada en Biomedicina para la separacién de moléculas
segin la movilidad de éstas en un campo eléctrico.
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1.2 EIl fendomeno de adhesion inter-eritrocitaria

Los GR durante la circulacion sanguinea interaccionan con las otras células de la
sangre y con las de los vasos. Estas interacciones suelen estar mediadas por moléculas
de adhesion (MAC), siendo de particular interés las interacciones eritrocito-eritrocito
[McMahon, 2019]. Normalmente, los eritrocitos tienen la tendencia a formar agregados
que consisten en estructuras lineales cara a cara, que se asemejan a un apilamiento de
monedas [Chien y Jan, 1973; Chien y Sung, 1987|. Estas estructuras lineales indivi-
duales son generalmente llamadas rouleaur. Los rouleaux de GR humanos en plasma?,
contienen un numero variable de células y se asocian en estructuras ramificadas cono-
cidas como “Amas”.

Dado el gran nimero de investigadores que han estudiado y estudian la agregacion
eritrocitaria, el uso de terminologia estandar se ha vuelto esencial. A continuacion,

se describen brevemente dos términos utilizados habitualmente [Baskurt y Meiselman,

2009).

Agregacion eritrocitaria

La agregacion eritrocitaria es el proceso en el cual los GR forman agregados que
normalmente son lineales y tridimensionales. Este proceso es reversible tal que los
agregados se disocian o reconstruyen de acuerdo a la presencia o no de fuerzas externas.
Varios indices de agregacion eritrocitaria pueden definirse mediante diversas técnicas
que se veran en los capitulos siguientes. Tales indices son especificos a la suspension
celular estudiada, con su magnitud afectada por las propiedades de las células y el

medio de suspension.

3El plasma es la fraccion liquida y acelular de la sangre. Esta compuesto por un 90 % de agua, un
7% de proteinas, y el 3% restante por grasa, glucosa, vitaminas, hormonas, oxigeno, gas carbonico y
nitrégeno, ademas de productos de desecho del metabolismo como el 4cido turico.
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Agregabilidad eritrocitaria

La agregabilidad de los GR refleja la tendencia intrinseca de los mismos a formar
agregados, y por lo tanto depende solo de las propiedades celulares (carga eléctrica
superficial, morfologia eritrocitaria, deformabilidad eritrocitaria, etc.) que pueden ser
afectadas por diversos factores. La determinacion de la agregabilidad requiere la com-
paracion de poblaciones de células en el mismo medio se suspension: células que forman
agregados mas grandes o més resistentes a la disociaciéon en el mismo medio, poseen
una agregabilidad mayor.

En la Figura 1.5 se muestra la imagen de agregados eritrocitarios obtenidos por
sedimentaciéon en un portaobjetos, por lo cual se presentan en una geometria plana
de dos dimensiones, pero en el volumen sanguineo los rouleaux forman estructuras
tridimensionales [Cokelet y Goldsmith, 1991]. La formacion de estas estructuras més
grandes es afectada por factores como la geometria del espacio disponible, las fuerzas de
atraccion y repulsion entre células, y la presencia de proteinas plasmaéticas (fibrindgeno,

albimina, etc.).

Figura 1.5: Agregados de globulos rojos. Fotografia tomada en el laboratorio de Fisica Biomédica
(IFIR), objetivo 40x.
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La imagen de los agregados de la Figura 1.5 fue obtenida bajo condiciones estéticas,
libres de flujo y luego de haber pasado suficiente tiempo (superior a 5 minutos) tal que
por sedimentacion, las estructuras alcanzaran una configuracion estable. Sin embargo,
la agregacion de GR involucra fuerzas de atraccion relativamente débiles [Neu et al.,
2003; Skalak y Zhu, 1990], por lo tanto, es posible dispersar los agregados en estructuras
més pequenas o células individuales mediante la aplicacion de tensiones de corte (o
cizalladura). Es importante notar que la agregacion de GR es un proceso reversible: los

agregados se volveran a formar cuando las fuerzas externas sean reducidas o suprimidas.

1.3 Aspectos histéricos

Los fenémenos que se asocian con la agregaciéon de GR han sido de interés durante
muchos anos. La mayoria de los estudios involucran varias areas cientificas tales como
la Reologia* Sanguinea o Hemorreologia, la Biomecanica, la Medicina Clinica y las
observaciones in vivo®.

En 1665, Malpighi (1628-1694) fue el primero en demostrar la existencia de globulos
rojos como uno de los elementos constituyentes de la sangre. Malpighi confundié estas
células con glébulos grasos, error que fue corregido 10 anos mas tarde en 1674 por
Anthony van Leeuwenhoek (1618-1723), quien dio la primera descripcion certera de
los GR. Durante la primera mitad del siglo XX, se publicaron trabajos que sirvieron
de estimulo al interés actual por la agregacion de GR. Robin Fahraeus (1888-1968)
fue un patodlogo en la Universidad de Uppsala en Suecia que estaba interesado en la
“estabilidad de suspension” de la sangre y en la Reologia Sanguinea. Sus primeras

observaciones ahondaron en la velocidad de decantacion de GR durante el embarazo y

su tesis doctoral, “La Estabilidad de Suspension de la Sangre”, fue publicada en 1921.

4La Reologia es la rama de la fisica de medios continuos que se dedica al estudio de la deformacion
y el fluir de la materia.
5Tn vivo se refiere a experimentacién hecha dentro o en el tejido vivo de un organismo vivo.
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Fahraeus realizé observaciones del comportamiento de la agregacion eritrocitaria en
sujetos sanos y enfermos, siendo el primero en informar que en la sangre de enfermos,
los rouleaux contienen muchos més GR y estan agrupados con plasma sin células entre
ellos. Fahraeus evalu6 el comportamiento reologico de los agregados contenidos entre
placas portaobjeto de vidrio: “En sangre normal los rouleaux se desintegran al minimo
movimiento en la fase suspensora, mientras que en sangre patologica los agregados
no se ven perturbados hasta que se producen corrientes violentas”. Asi concluye que
en sangre enferma los agregados tienen una estructura marcadamente mas “solida”

|[Fahraeus, 1929].

1.3.1 Estudios de la interaccion dextran-eritrocito

Estudios a mediados de 1940, comenzaron a explorar el uso de soluciones de po-
liglucosa dextrdn® como un sustituto de plasma sanguineo. Los estudios preliminares
utilizaron soluciones con diversos pesos moleculares (e.g., 40, 70, 150 kDa) del polime-
ro, inicialmente en modelos animales de hemorragia y shock circulatorio; luego fueron
extendidos a humanos. Varios investigadores, principalmente de Suecia, evaluaron los
efectos de dextran en la presion osmotica’, agregacion de GR, y tiempo de vida de GR
en la circulacion. Dado el continuo interés en la agregacion de GR como determinante
del flujo sanguineo in vivo, la década de 1950 estuvo marcada por un interés en aumento
respecto al dextran de 40 kDa. El polimero de estas caracteristicas llegb6 a ser distri-
buido como medicamento contra diversas patologias relacionadas con anomalias en la
circulacion. Sin embargo, la habilidad antiagregante del dextran de 40 kDa fue puesta
en duda en 1967 por un estudio in vitro de viscosidad, contrastado con los beneficios

in vivo |[Bollinger et al., 1967; Dormandy, 1971], sugiriendo no ser debidos a un efecto

8E] dextran es un polisacarido complejo y ramificado formado por numerosas moléculas de glucosa,
formando unidades en cadenas de longitud variable (de 10 a 150 kilodaltons, kDa).

"La presién osmética se define como la presién que se debe aplicar a una solucién para detener el
flujo neto de disolvente a través de una membrana semipermeable.
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especifico sino a la dilucion de la sangre, lo que conducia a una reducciéon del hemato-
crito® y en consecuencia, a una disminucion de la viscosidad sanguinea. Estudios mas
recientes confirmaron que el dextran 40 kDa ni reduce ni promueve agregaciéon para

GR humanos en plasma [Armstrong et al., 2004].

1.3.2 Investigaciones recientes

Desde finales de la década de 1980, las investigaciones se centraron en los meca-
nismos y factores celulares de la agregacion eritrocitaria debido al creciente interés

cientifico y clinico. Los trabajos se han enfocado en dos areas principales:

1. Mecanismos de agregacion y el rol de las caracteristicas celulares en la formacion
de agregados |Baskurt y Meiselman, 1998; Lee et al., 2016; Sebastian et al., 2005;

Wagner et al., 2013].

2. Importancia de la agregacion de GR in vivo y su papel como determinante del flu-
jo sanguineo y resistencia vascular. Siendo particularmente de gran importancia
el desarrollo de técnicas y equipos, que permitan su evaluacion y caracterizacion
[Antonova et al., 2008; Donner et al., 1988; Kaliviotis et al., 2018; Lee et al.,

2008].

El estudio del rol de las proteinas plasmaticas y macromoléculas contintia siendo
de interés. Se ha demostrado experimentalmente la adhesion de fibrindgeno al globulo
rojo |Carvalho et al., 2010] y se han realizado estudios sobre los efectos de las macro-
moléculas en tales sistemas [loan et al., 2001; Koralewski et al., 2007|. El origen de
la agregacion de GR atn no esté del todo esclarecido, hay dos modelos coexistentes

que intentan explicarlo. Por un lado, la teoria de “bridging” supone la adsorcion de

8El hematocrito es el porcentaje del volumen total de la sangre compuesta por globulos rojos.
Los valores medios varfan entre el 40,3 y el 50,7 % en los hombres, y entre el 36,1 y el 44,3% en las
mujeres.
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macromoléculas en la membrana de los eritrocitos y por lo tanto una posible adhe-
sion entre dos células como el origen de las formaciones de rouleaux [Brooks, 1988;
Wagner et al., 2013]. Por otro lado, existe la teoria de “depletion” que involucra una
presion osmoética coloidal a causa de las macromoléculas como la razén principal de la
formacion de rouleaux [Neu y Meiselman, 2008, 2002|. Estos modelos son contrastados
experimentalmente y discutidos dando el enfoque para una nueva teoria combinada
derivada de la Fisica de Coloides [Fantoni et al., 2015].

Las investigaciones basadas en simulaciéon computacional se han nutrido de resulta-
dos experimentales, y han explorado la deformabilidad del globulo rojo individualmente
[Doddi y Bagchi, 2009], asi como también su comportamiento colectivo en distintos ti-
pos de flujo [Ye et al., 2017]. La circulacién a escala micrométrica supone un interés
especial, puesto que las dificultades hemodinédmicas relacionadas a patologias, ocurren
frecuentemente debido a la formacién de aglomerados de GR que dificultan su paso
por los microcapilares sanguineos [Kaliviotis et al., 2016; Pinho et al., 2017]. Estu-
dios mas generales permitieron extender el campo de investigacion, y aplicar efectos
de la adhesion eritrocitaria al anélisis de procesos mas complejos, como la coagula-
cion [Lim et al., 2011], e incursionar en aspectos mas especificos de la Biologia como
la utilizacion de anticuerpos que interactiian con el eritrocito [Pla et al., 2000; Rasia
et al., 2003]. En Argentina, el “Grupo de Optica aplicada a la Biologia” fundado por
el Dr. Rodolfo Rasia (actualmente “Grupo de Fisica Biomédica”) produjo trabajos es-
trechamente relacionados con la aplicacion de técnicas reo-6pticas experimentales para
describir la adhesion eritrocitaria. En este sentido se desarrollaron y perfeccionaron
los primeros métodos y equipos hemorreologicos en el pais [Rasia et al., 1986, 1990;
Riquelme et al., 1998, 2018|. Varios aspectos se han abordado, como ser la técnica de
backscattering [Pla et al., 2008|, modelizacion de alteraciones de la carga eléctrica del
eritrocito [Buszniez et al., 2017b; Delannoy et al., 2012|, anélisis en cAmara de adhesion

[Danieli et al., 2006; Riquelme y Londero, 2018|, analisis por imagenes de microscopia
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[Menichini et al., 2015; Riquelme et al., 2003], entre otros.

Hoy en dia existe una fuerte tendencia hacia el concepto de “translational research”,
esto refiere a la meta de aplicar la Ciencia Béasica a la concepcion de nuevas terapias,
diagnosticos y tratamientos [Nadort et al., 2013; Picot et al., 2015; Richards et al.,
2013]. En este sentido, se apunta a dispositivos de relativo bajo costo y operacion
sencilla, que hagan uso de los principios aplicados en los sistemas experimentales de

investigacion.

1.4 Patologias con alteraciones hemodinamicas

La caracterizacion de los agregados eritrocitarios es importante para analizar las
posibles alteraciones en la microcirculacion observadas en ciertas patologias vasculares
como la hipertension arterial y la diabetes [Delannoy et al., 2012; Foresto et al., 2005;
McMillan, 1993], y en las producidas in vitro por la acciéon de diversos agentes [Alet
et al., 2015; Buszniez et al., 2017a; Danieli et al., 2009; Riquelme et al., 2011]. Ademas,
varios trabajos recientes han demostrado su importancia para la comprension de los
disturbios vasculares producidos en pacientes obesos [Wiewiora et al., 2010] y luego de
la remocion de torniquetes [Connes et al., 2009].

En las enfermedades vasculares (diabetes, hipertension), la forma de los rouleaux
esta alterada, produciéndose grandes agregados globulares que pueden conducir a obs-
trucciones en la microcirculacion sanguinea [Delannoy et al., 2015; Delannoy, 2014|. Un
menor contenido de 4cido sidlico entrana una perturbacion en las propiedades reolégicas
de la membrana y una mayor y mas desordenada adhesion. En efecto, se ha observa-
do en patologias con déficit de acido sidlico de membrana que la fuerza de adhesion
eritrocitaria es mayor y aparecen grandes agregados esferoidales llamados “clusters”
[Delannoy et al., 2015; Foresto et al., 2005]. Las obstrucciones de los vasos sanguineos

disminuyen a su vez las fuerzas desagregantes, resultando en un aumento en el tamano
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de los agregados eritrocitarios, lo que se traduce en una mayor dificultad para dicho
flujo, provocando una situacion de retroalimentacion que lleva a un aumento de la
viscosidad sanguinea [Shin et al., 2006].

Los eritrocitos anormales tienden a adherirse formando estructuras amorfas co-
mo los de la Figura 1.6. Este ultimo tipo de estructura refleja un tipo particular de
interaccion célula-célula. Tales anomalias son inducidas por factores celulares (i.e., dis-
minucion del acido sidlico de la membrana, alteraciones morfologicas, etc.), o factores
extracelulares (i.e., presencia de inmunoglobulinas, alto contenido de fibrin6geno, etc.).
La disminucion de la carga eléctrica superficial, al favorecer la adhesion celular, juega

un papel importante en el flujo sanguineo.

(a) (b)

Figura 1.6: GR de pacientes hipertensos (a) y diabéticos (b), resuspendidos en plasma aut6logo
[del Balzo, 2010].

En consecuencia, es de gran interés poder disponer de métodos accesibles que per-
mitan caracterizar y cuantificar la agregacion eritrocitaria, para evaluar con més detalle
la gravedad de las alteraciones hemorreologicas en las patologias vasculares. También
es posible utilizar el estudio de la agregacion eritrocitaria como indicador en otros
escenarios clinicos; experiencias recientes han reportado que los extractos de Ascaris

lumbricoides® y las larvas de Trichinella spirallis [Ponce de Leén et al., 2017| captan

9 Ascaris lumbricoides es un nematodo parasito del intestino delgado del hombre de amplia distri-
bucién en nuestro pafs.
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acido siélico del eritrocito humano modificando su carga eléctrica superficial y, en con-

secuencia, la morfologia y el tamano de los agregados eritrocitarios [Ponce de Leon

et al., 2020; Ponce de Ledn et al., 2013].



2. Modelizacion de la interaccion entre

globulos rojos

Los fenémenos de superficie que intervienen en la estabilidad de las suspensiones
de GR son particularmente importantes en la formacion de los rouleaux [Jan y Chien,
1973]. En el estudio general del fenomeno de agregacion, el factor fundamental a con-
siderar es la distancia media que separa las particulas en suspension. Esta distancia
puede ser modificada en diversas circunstancias, a veces por procesos inmunologicos y
otras veces por alteraciones de naturaleza puramente fisicoquimica [Pollack et al., 1965;
Pollack y Reckel, 1977; Stratton et al., 1973]. La suma de estos acontecimientos es lo
que determina la formacion de los agregados. Una suspension estable de eritrocitos es
la conjuncién de varios factores, las fuerzas de repulsion ligadas a la carga electrostatica
del GR y las fuerzas de cohesion ligadas a la tension superficial entre los eritrocitos y

la presencia de ligandos [van Oss y Absolom, 1983].

2.1 Modelo de doble capa difusa y el potencial Zeta

En este modelo se consideran dos capas idnicas separadas por una interfase conocida
como superficie de Helmholtz [Pollack et al., 1965|, segin se muestra en la Figura
2.1. Las hipotesis de partida para modelizar esta doble capa en cualquier modelo de

complejidad creciente son:

19
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tado cualitativo y cuantitativo.

e Considerar que el medio de suspension es homogéneo e isétropo desde el punto

Asumir la mayor simetria posible del glébulo rojo con el fin de facilitar un resul-

de vista eléctrico, cuya permitividad dieléctrica es ¢.

e Tener en cuenta solo las contribuciones de las cargas libres (iones y electrones)

al campo eléctrico, ignorando la contribuciéon de dipolos moleculares.

e Considerar que los iones se distribuyen de manera homogénea en el seno del

medio.
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Figura 2.1: Distribucion de iones alrededor del glébulo rojo. Se observa una capa compacta de

iones adsorbidos y una capa difusa mas externa.

Como se explico anteriormente, la formaciéon de rouleaux ocurre entre las caras

de mayor diametro. La relacion entre el didmetro maximo y la distancia maxima de
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la doble capa es del orden de 190 veces mayor, ver Figura 1.2. Es posible suponer
que cuando los GR se agrupan para la agregacion, esta se puede considerar como el
acercamiento de dos planos paralelos [Russel et al., 1992]. Entonces, para describir la
capa rigida se puede asumir que las cargas estan concentradas en las fronteras de una
capa de espesor d. Resolviendo la ecuacién de Laplace V2¢ = 0 en la capa rigida y

asumiendo simetria cilindrica para el potencial ¢ se obtiene:

o) = (6. +(C = 0)7). (2.1)

para 0 < x < d, el origen de coordenadas esta en la superficie del globulo rojo por
conveniencia. ¢4 es el potencial en la superficie del globulo rojo [Glasstone, 1964].

plx)

Por otro lado, en la capa difusa resulta V¢ = — . La densidad de carga esta
dada por la concentracion de diferentes tipos de iones con carga Z;F', donde F' es la
constante de Faraday (F' = 96,485 C/mol) y Z; es la carga de un ion. Por esto, la

densidad de carga resulta:

p(z) = Z Z;FC;(x), (2.2)

siendo C;(x) la concentracion neta de iones y contraiones. Dada la agitacion térmica,
se supone que la concentracion relativa de cargas respecto al seno del liquido es una

distribucién de Boltzman:

OZ(I) —7; x
co = e ZiFé(z)/RT (2.3)
Con lo que resulta:
F
Vip=——Y Z,FCPe ZT?/RT 2.4
0= Z e (24)

La Ecuacién 2.4 es una ecuacion diferencial generalmente resoluble en forma numérica,
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pero que para geometria plana presenta solucién exacta. Luego,

d2

da?

F
o= LY zpcte-sraorm 25

Aplicando las condiciones de contorno, ¢(d) = ( y lim ¢(x) = 0y bajo la consideracion
T—00

de campo débil, (ZF¢ < RT) resulta:

d ¢(x)
- _ 2.6
dz? xp (2:6)
eRT . . . 1 2
donde zp = op2f la distancia de Debye-Hiickel y L = 5 > Z2C; es la fuerza

ionica [Moelwyn-Hughes, 1961|. Teniendo en cuenta esto, se obtiene una expresion

para el potencial de la capa difusa:

() = ¢ eld=a)/zp, (2.7)

Entonces, la densidad superficial de cargas en el radio efectivo estara dada por:

__ () _ =<
o=—¢ (d'r)x:d = 0’ (2.8)

por lo que finalmente el potencial ( resulta:

2.2 Modelo de interfase de Stern

El modelo propuesto por Stern |[Gramhame, 1947| permite explicar el papel que
juegan los iones, los cuales se considera que se distribuyen en dos regiones rodeando el
eritrocito, como se ve en la Figura 2.1. Aqui se muestra una capa compacta constituida

por iones adsorbidos especificamente y una exterior difusa, por lo que es posible aplicar
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el modelo desarrollado anteriormente.

En presencia de electrolitos, cada globulo rojo esta rodeado por una nube de iones
positivos. A nivel de la interfase solido-liquido, se forman dos capas de contraiones
(i.e., una doble capa ionica) 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 solucion [Gramhame, 1947; Ruhenstroth-Bauer, 1965]. Se crea entonces una
diferencia de potencial entre el medio y la nube de contraiones que rodea al eritrocito
denominado potencial zeta (¢) [Stratton et al., 1973|, y que se representa en la Figura
2.1. Hacia la década del 60, Pollack obtuvo una mejora de la formula de ¢ (Ecuacion

2.9) dada por [Pollack et al., 1965]:

4,44 % 107 8¢ n 12,590 «
Vel € ’

donde intervienen la densidad de carga superficial del eritrocito (o), la fuerza iénica

¢

(2.10)

del medio (L), el radio de curvatura del contraion (a) y la constante dieléctrica del
medio (¢).

La agregacion, que es un proceso reversible, requiere la presencia de factores ex-
tracelulares e intracelulares. Una modificacion en cualquiera de estos factores lleva a
una modificacion de ( y, en consecuencia, a un cambio en el patron de agregacion. La
agregacion de un sistema es tanto mas probable cuanto mas débil sea el potencial (.
Como consecuencia de la ecuacion de Pollack, este potencial puede disminuir en tres

circunstancias:

e Reduccion de la carga eléctrica superficial (0): Se incluyen en esta categoria
los efectos debidos a la fijacion de ligandos (fibrindgeno, anticuerpos, etc.) o
la pérdida de acido sialico de los GR (por enzimas proteoliticas, alteraciones

patologicas, etc.)

e Modificacion de la constante dieléctrica del medio de suspension (¢): Variacion



Capitulo 2. Modelizacion de la interaccion entre globulos rojos 24

que puede introducirse por ejemplo mediante la modificacién del contenido de

moléculas en el medio.

e Variacion de la fuerza iénica del medio de reaccion (L): Estos efectos se basan
sobre todo en la modificacion de la composicion i6nica del medio [Chien y Sung,

1987).

Basandose en estos argumentos es posible modelizar las reacciones de agregacion y

modificarlas artificialmente.

2.3 Teoria Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO)

De acuerdo con la teoria de Stern, los GR nunca se podrian agregar ya que existe
una fuerza repulsiva de origen eléctrico que los mantendria separados entre si. La
teoria Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek DLVO asume que las fuerzas de London-
van der Waals son lo suficientemente fuertes para competir con dicha fuerza repulsiva,
y producir una trampa iénica lo bastante fuerte como para atrapar dos GR el tiempo
necesario para que queden adheridos por la acciéon de los ligandos en el medio de
suspension |Israelachvili, 2011]. En la Figura 2.2 se esquematiza el comportamiento del
potencial segin la distancia entre particulas.

El potencial por unidad de superficie de London-Van der Waals para placas planas

paralelas se expresa de la siguiente forma [Hiemenz y Rajagopalan, 1997]:

A
= - 2.11
N, _ N,
donde A = <'0 Mﬂ> B, [ es la constante particular de Debye-Keesom y pﬁ es el

nimero de moléculas por unidad de volumen en el glébulo rojo.

Por otro lado, el potencial repulsivo por unidad de superficie entre GR es:
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1
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Figura 2.2: Curva de potencial segun la teoria DLVO para agregados en medio acuoso. Puede
notarse la existencia de un primer pozo de potencial que actia como una trampa energética para
los iones.

2
ie_I/ID'

TD

p(x) = (2.12)

El punto de equilibrio inestable xz, de la barrera de potencial se obtiene de anular la
d

derivada del potencial neto, d—(g0+2/1)(:ce) = 0. Por lo tanto, para z < z. los GR estan
x

adheridos. Una mejor aproximacion, es suponer que una capa de espesor d del globulo

rojo es la que esté involucrada en las fuerzas de London-Van der Waals. Con lo que el

potencial asume la siguiente forma:

U(x) = 4 <i+ ! ° 2). (2.13)
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Esto produce un minimo secundario a distancia mayor que x, que corresponde a un
minimo relativo de la energia potencial total. Permitiendo especular que los GR se ad-
hieren guardando cierta distancia, sin traspasar la barrera de potencial (ver Figura 2.2).
De esta forma, s6lo mediante fuerzas de London-Van der Waals es posible suponer una
adherencia estable de los GR. Dichas fuerzas son de corto alcance, otros factores como
los introducidos por el fibrindgeno y la tension superficial acttian como mecanismos de

largo alcance resultando en una coalescencia®l [Hiemenz y Rajagopalan, 1997].

2.4 Teoria de Skalak para la agregacion eritrocitaria

Para estudiar el fendmeno de agregacion, utilizando otro punto de vista, se considera
la energia que se necesita para separar dos GR adheridos por un fenémeno de fractura
fragil. Skalak propuso la teoria de fractura fragil formulada por Griffith (1920) para
incursionar en el problema de la agregacion de GR y la formaciéon de los rouleaux.

A diferencia de la fractura ductil, la fractura fragil ocurre en direcciéon perpendicular
a la tension aplicada de manera violenta. Esta se produce cuando la tasa de energia
liberada por la fractura es mayor a la tasa de energia absorbida por la elasticidad del
material [Skalak et al., 1973].

En la teoria de Skalak se parte de la conservacion de la energia sobre una adiabatica:

dW = dU + dT + dD — ~dA,, (2.14)

donde dWV es el trabajo de las fuerzas externas, dU la energia interna (incluyendo la
elastica), dD es la funcion de disipacion (incluyendo las fuerzas de roce viscosas), dT'
es la energia cinética del glébulo rojo, y vdA. es la energia de adhesion de la interfase

eritrocito-eritrocito.

'En quimica, la coalescencia implica un proceso a través del cual dos dominios de fase de compo-
sicién esencialmente idéntica entablan un contacto y forman un dominio de fase mayor.
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v se obtiene de la teoria DLVO de la secciéon 2.3 mediante la expresion:

7:/f~ﬁdz, (2.15)

donde f es la densidad volumétrica de fuerza resultante entre la repulsién eléctrica
y las fuerzas de London-Van der Waals entre las dos membranas, n es la normal a
la superficie y zg es la distancia de equilibrio estacionaria. Aplicando el principio de

trabajos virtuales, el equilibrio se puede hallar cuando:

oW
oW = F304. =0, (2.16)

donde W = U — ~vA, es el trabajo compatible con los vinculos. Luego resulta:

ow  oU

8AC:8AC_7:0’ (2.17)
con lo que se obtiene:
ou
= . 2.1
Y (2.18)

La ecuacion 2.18 permite calcular la energia de interfase usando los modelos viscoelas-
ticos del globulo rojo. El principal inconveniente en el uso de esta teoria es la necesidad
de ensayos con tensiones de corte, pero cuando se disena un instrumento que analiza
la agregacion sin usar flujo de corte, la Ecuacion 2.18 sigue siendo valida [Skalak et al.,

1973; Skalak y Zhu, 1990|.

2.5 Teoria de Depletion y Modelo de Bridging

Como se introdujo en la Seccién 1.2, en sangre humana estéatica, los GR forman

agregados sueltos con una morfologia cara a cara particular, denominados rouleaux.
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Esta agregacion es causada por la presencia de macromoléculas plasmaticas, principal-
mente el fibrinégeno. Comportamientos similares se obtienen al suspender los GR en
polimeros solubles de alta masa molecular tales como dextran y polietilenglicol (PEG).
Sin embargo, la agregaciéon no ocurre en soluciones salinas como la solucién fisiol6gica
o el buffer fosfato salino (PBS en sus siglas en inglés) que poseen pH 7,4 y osmola-
ridad 300 mOsmol/kg. La Figura 2.3 muestra GR humanos de la misma procedencia
suspendidos a bajo hematocrito en solucion de PBS y albtumina (a) y en plasma (b).
Se adiciona albumina sérica humana para evitar la crenaciéon de los GR, producto del
contacto con el vidrio del portaobjeto (efecto vidrio [Londero et al., 2016]), dando esta-
bilidad al medio de suspension. Se puede observar claramente que los GR suspendidos
en plasma forman rouleaux, mientras que no ocurre agregacion para los GR en PBS
con albtimina, con esto se ve la importancia de las proteinas presentes en el plasma

encargadas de establecer las ligaduras entre GR.

(a) (b)

Figura 2.3: GR suspendidos en soluciéon de PBS y albdmina sérica humana (a) y plasma (b). Los
GR provenian de la misma muestra de sangre y fueron suspendidos en cada medio a bajo hema-
tocrito (aproximadamente 2 %). Nétese la formacién de rouleax en el plasma, mientras que no se
observa agregacion en PBS con albdmina.

En condiciones fisioloégicas normales, in vivo, el fendmeno de agregacion eritrocita-

ria se ve disminuido y hasta suprimido debido a las tensiones de corte que involucra
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la circulacion de los GR en el organismo. Como se ha mencionado, la agregaciéon eri-
trocitaria es un proceso reversible inducido por macromoléculas, sin embargo, existe
una diferencia fundamental entre el fibrindgeno y ciertos expansores de plasma como
el dextran. A medida que el fibrin6geno aumenta en concentracion, se favorece la for-
macion de rouleauz; por otro lado, un incremento de dextran deriva en un maximo
de formaciéon de estructuras, luego de este punto, mayor concentracion conlleva a la
presencia de menos aglomerados de células [Buxbaum et al., 1982; Flormann et al.,
2016] (Figura 2.4).

Para abordar la dinamica de las macromoléculas que intervienen en el proceso de
agregacion eritrocitaria, dos enfoques coexisten desde mediados del siglo XX, la teoria
de depletion o agotamiento, y el modelo de bridging o puente. El modelo de bridging
considera la adsorciéon de macromoléculas en la membrana del glébulo rojo mientras
que la teoria de depletion implica efectos coloidales. En este caso, la exclusion de ma-
cromoléculas suspendidas entre dos eritrocitos adyacentes crea un gradiente osmoético
que reduce el grado de hidratacion de la superficie de los GR y facilita el contacto de

las membranas proximas.

2.5.1 Depletion

En esta construccion se considera un medio en el que hay esferas pequenas rigidas,
macromoléculas en el caso de la sangre, y dos grandes discos o esferas, los GR. El
centro de masa de las esferas méas pequenas, no puede acercarse a la superficie de los
cuerpos grandes a una distancia menor que el radio de dichas esferas pequenas. Asi se
obtiene un volumen alrededor de los cuerpos grandes denominado capa de agotamiento.
Cuando estas capas se superponen se obtienen zonas “prohibidas” como se ilustra en
la Figura 2.5. Las macromoléculas no pueden ocupar este volumen que se convierte en
una fase de solvente puro. De esta manera, una fuerza equivalente a la presion osmotica

de la soluciéon de macromoléculas actta en la superficie exterior de los cuerpos grandes
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Cantidad de agregados

Ci1 Cc2 C3 C4 C5
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Figura 2.4: La curva de concentracién de macromoléculas versus cantidad de agregados tiene una
forma de campana, teniendo una concentracién éptima para la maxima adhesion entre las células
[Buxbaum et al., 1982; Flormann et al., 2016]. Las macromoléculas azules corresponden al eritrocito
de la izquierda y las verdes al de la derecha. En el punto en que existe un 50 % de ocupacién en

cada célula, se puede inferir que la energia de interaccién estda en un maximo.

que origina la atraccion mutua [Asakura y Oosawa, 1958|.

Es posible aplicar esta teoria para explicar el mecanismo de agregacion eritrocitaria.
En este caso, se tienen en cuenta elementos de mayor complejidad como la capacidad
de compresion de las macromoléculas cuando estan cerca de una interfase |Vincent,
1990]. Ademas, las macromoléculas también pueden penetrar el glicocalix del eritrocito
alterando el efecto atractivo originado por las moléculas exteriores [Neu y Meiselman,
2002]. Teniendo en cuenta los factores mencionados, puede escribirse la energia de
interaccion atractiva de la siguiente forma:

wp = —2I1 <A—g+5—p>, (2.19)

donde A es el grosor de la capa de agotamiento, d la distancia entre las caras adyacentes,
0 el grosor del glicocalix y p la distancia de penetracion. El término de la presion

osmotica Il se obtiene de la ecuaciéon virial considerada hasta el segundo coeficiente
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Figura 2.5: La teoria de depletion implica la existencia de una zona de solvente puro (color negro)
entre los GR, a la cual no pueden acceder las macromoléculas (color azul), consecuencia de las
capas de agotamiento (color amarillo) de ambas células.

(Bsy), tal que:

RT 2 (11— 1)

donde R es la constante de los gases, T es la temperatura absoluta, M, es el peso
molecular del polimero, ¢ es la concentraciéon de masa del polimero, i es el potencial
quimico del solvente en la solucién del polimero, 1 es el potencial quimico del solvente
en solucién libre y v; es el volumen molecular del solvente. El espesor de la capa de
agotamiento (A) se expresa considerando el equilibrio entre la energia eléstica libre y

las fuerzas osmoticas, en superficies que no absorben a las cadenas de polimeros, siendo:

m 1 [/m\?
Az—ﬁ—Fé (5) +4AZ, (2.21)

en la cual A es el espesor de la capa de agotamiento para la concentracion de polimero
que fuga, segun [Vincent, 1990] equivale a 1.4 veces el radio de giro del polimero,

teniendo en cuenta su capacidad de compresion cerca de las interfases. D es funcion de
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la concentracion de masa del polimero (cb) y se expresa como:

2
2kT CbN A 3
D="-(2~ 2.22
A < M, ) ’ (222)

donde k es la constante de Boltzmann y N, es el nimero de Avogadro.
La profundidad de penetraciéon puede aproximarse de manera exponencial depen-

diendo de la concentracion de masa del polimero, siendo:
p=34 (1 - e—C’é/C’z’> , (2.23)

donde ¢} es la constante de penetracion del polimero en solucion y ¢ se considera inde-
pendiente de c5. Esta simplificacion no tiene en cuenta influencias locales del glicocalix
ni efectos de la presiéon osmoética de la masa del polimero sobre las macromoléculas
[Jones y Vincent, 1989; Vincent et al., 1986].

Por otro lado, para calcular la energia electrostatica de interacciéon entre células
es posible considerar un proceso de carga isotérmico teniendo la energia electrostética

libre como:

d

donde 9 es el potencial electrostatico entre células, que depende de la densidad de carga
p. Como la longitud de Debye-Hiickel es pequefia en comparacion con el espesor del
glicocalix ¢ y la distancia célula-célula d, el problema puede simplificarse aproximando
el potencial electrostatico entre células como una superposicion de los correspondientes

a células individuales. Con lo cual la energia electrostéatica de interaccion queda como:

o2 senh(kd) (6“5_”d — e_”d) d> 20
Wg

d2egon? (260 — kd) — (e—”‘s + 1) senh(kd — kd) — senh(kd)e ™™ d < 2§
(2.25)

donde ¢ es la permitividad eléctrica del solvente, gy es la permitividad eléctrica del
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vacio, o es la densidad de carga superficial y 7! es la longitud de Debye-Hiickel.
La energia total de interaccion por unidad de area de la superficie celular para dos

GR agregados estéa dada por la suma de las ecuaciones 2.19 y 2.25:

wr = Wp + WEg. (226)

Esta teoria permite explicar de manera simplificada el comportamiento de tipo cam-
pana de la Figura 2.4, puesto que los cambios en la energia de interacciéon total son
replicados en la agregacion de los GR. A mayor modulo de wr mayor agregacion y

viceversa.

2.5.2 Bridging

A lo largo de los anos se ha estudiado al fibrinégeno como una macromolécula que
posibilita la adhesion de los GR, y por lo tanto contribuye al proceso de formacion
de rouleaux. Los primeros estudios se remontan a la década de 1960 mediante experi-
mentos hemorreoldgicos. Particularmente se estudiaron las variaciones en la viscosidad
de la sangre y las tensiones de corte involucradas para distintas concentraciones de
fibrindgeno en el plasma. Se infirié asi mayor adhesion celular debido a concentraciones
mayores de fibrindgeno, registrando incrementos en la viscosidad de la suspension de
GR [Merrill et al., 1966|. Estudios posteriores se centraron en modelizar esta caracte-
ristica y extender las investigaciones a otras macromoléculas que mostraron comporta-
mientos diferentes como el dextran [Chien y Jan, 1973; Skalak y Zhu, 1990; Swenson
et al., 1998]. El modelo de bridging sostiene que las macromoléculas filamentosas como
el fibrin6geno, promueven la agregacion al interponerse entre los eritrocitos formando
puentes entre sus membranas, que reducen la repulsion electrostatica de las células.

El marco teorico de la Fisica de adhesion celular se puede aplicar de manera general

sin referenciar un mecanismo molecular especifico y se centra en la formacion del enlace
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[N'Dri et al., 2003; Zhu, 1991|. La fuerza intermembrana, debido al entrecruzamiento
de moléculas, es gobernada por ecuaciones de reacciéon, con tasas de reacciéon que son
funciéon de la distancia entre las membranas. El término de reacciéon para una célula
se calcula sobre todas las demaés células, obteniendo la distancia minima entre células
vecinas. Si esta distancia es menor a cierto umbral, el par formaré un enlace. La ecuacion

de reaccion para una densidad de enlaces por célula n, es:

one Ne\ 2 9
=2 [m (n - —> —k_n } , (2.27)

donde n es la densidad de moléculas entrecruzadas en cada célula, y ky y k_ son los

coeficientes de avance y retroceso respectivamente, y estdn dados por:

ks (1= 1o)?
k’+ = kg_ exp [—% , |X| =Il< lt, (228)
_ 0 (ke = ki) (1= by)?
k_ =k’ exp [ SKT , (2.29)

donde |x| es la distancia entre células, I; es la distancia umbral debajo de la cual el
enlace es iniciado (fijada en 1.2 veces Iy que es la distancia sin estiramiento), [ es la
distancia con estiramiento, k9 y k% son los coeficientes de avance y retroceso para el
equilibrio, k. es la constante elastica, k;; es la constante elastica de transicién, K es
la constante de Boltzman y T es la temperatura absoluta. Los enlaces se comportan

como resortes que se estiran, y la fuerza por cada uno esta dada por:
fo= ke (l=1lo). (2.30)
La fuerza de agregacion f,, por unidad de longitud de la membrana celular es:

f,, = fn§ (2.31)
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La aplicacién de este marco tedrico en simulaciones numéricas, permite establecer
una relacion de dependencia entre la deformabilidad del eritrocito y la estabilidad y
cinética de los agregados [Bagchi et al., 2005]. Se ha encontrado que los agregados
compuestos por GR méas deformables son facilmente disociables por flujos de corte,
mientras aquellos formados por otros més rigidos no lo son. Estos resultados estan en
consonancia con estudios clinicos que involucran patologias donde la deformabilidad
de los GR esta reducida [Baskurt et al., 2009b; Foresto et al., 2005; La Celle, 1975;
McMahon, 2019].

El modelo de bridging permite explicar de manera intuitiva el comportamiento de
tipo campana para la formacién de agregados en presencia de macromoléculas. Si las
superficies de los eritrocitos tuvieran “ocupados” todos los puntos de vinculo, no podria
generarse un enlace hacia la otra célula (Figura 2.4). En consecuencia, es razonable
pensar que el punto 6ptimo ocurrira cuando ambas células tengan media ocupacion de
los puntos de vinculo en sus membranas. La suposiciéon que sustenta este razonamiento
es que ambas células agregadas contribuyen en igual nimero de moléculas a la formacion
del enlace, lo cual podria limitar en cierta forma el modelo a su ajuste empirico.

Otras interrogantes surgen, como ser la causa de la vinculaciéon de la macromolécula
al eritrocito. Se diferencian la vinculacion especifica y la inespecifica ilustradas en la
Figura 2.6. La primera involucra elementos particulares de la macromolécula que se
enlazan a ciertas proteinas en el eritrocito, la segunda refiere a varias partes de la
macromolécula que se enlazan a diferentes proteinas o directamente a la membrana,
consecuencia de interacciones de tipo Van der Walls [Carvalho et al., 2010].

En este capitulo se presentaron varios enfoques para abordar el comportamiento
de los GR relacionado a la formacién de agregados. La tendencia al dia de hoy es
que ocurren combinaciones de estas construcciones, en particular las propuestas en la
Seccion 2.5. Los fendémenos de depletion y bridging pueden coexistir en sistemas co-

loidales variando la concentracion de los elementos mas pequenos, en nuestro caso las
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Figura 2.6: En el modelo de bridging, existen vinculos especificos donde la macromolécula pue-
de desenvolverse e interactuar con ciertas proteinas de la membrana, e inespecificos como por
ejemplo producto de fuerzas electrostaticas inducidas.

macromoléculas [Fantoni et al., 2015]. Como se ha mencionado, de acuerdo al mode-
lo de bridging, la situaciéon O6ptima para la formacion de agregados se encuentra en
ocupaciones medias para cada célula. Cuando la concentraciéon de macromoléculas es
mayor, las superficies de los GR se vuelven neutrales ya que poseen ocupados todos sus
puntos de vinculo, y una capa de agotamiento puede formarse llevando a las células a
acercarse y formar agregados. El fenémeno de depletion puede ocurrir sin necesidad de
tener bridging al 100 % debido a la presion osmotica de las macromoléculas, y es por

esto que ambos fendbmenos coexisten.



3. Analisis experimental de la dinamica

de interaccion eritrocitaria

Las caracteristicas de la dinamica de interaccion de los GR pueden ser analizadas

mediante diferentes métodos y técnicas, como por ejemplo:

e velocidad de eritrosedimentacion (ESR) [Baskurt et al., 1998|,
e indice de sedimentacion zeta [Bull y Brailsford, 1972],

e viscosimetria de bajo corte [Lacombe y Leliévre, 1987,

e andlisis de imagenes en una camara de flujo [Chen et al., 1994; D’Arrigo et al., 2009;

Riquelme y Londero, 2018]
e ultra sonido [Boynard et al., 1987,
e retrodifusion laser [Altube et al., 2005; del Balzo et al., 2010|
e fotometria |Bauersachs et al., 1989]
e difractometria laser [Rasia et al., 1990; Riquelme et al., 1998|

e analisis digital de imagenes por microscopia [Dumas et al., 2004; Fontana et al., 2012;

Kaliviotis et al., 2016]

e clectrorreologia [Antonova et al., 2008]

37
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3.1 Técnicas de transmisién y retrodifusion de la luz

El registro de la intensidad de luz transmitida bajo ciertas condiciones de tensiéon
corte, ha sido ampliamente utilizado para la evaluaciéon de la interaccion eritrocitaria
[Baskurt et al., 2009¢|. El grafico de variacion de intensidad de luz transmitida en
funcion del tiempo es denominado “silectograma” por su nombre en inglés “syllectogram”
[Brinkman et al., 1966]. En la Figura 3.1 se muestra un silectograma tipico obtenido
en los experimentos de esta tesis. Existen también algunos instrumentos comerciales
que analizan estos silectogramas en un sistema fotométrico para una muestra sometida

a tension de corte, mediante los principios desarrollados por Schmid-Schénbein [Klose

et al., 1972].

Intensidad de luz

Tiempo

Figura 3.1: Silectograma de una muestra de sangre representando la intensidad de luz (registrada
por algin medio en unidades arbitrarias) en funcién del tiempo.

Los equipos emplean contenedores de diferentes geometrias para la aplicacion de
tensiones de corte, y requieren diferentes volimenes de muestra. Es asi que, las técnicas
matematicas para el analisis de los silectogramas son diversas, resultando entonces en
distintos parametros representativos del fenémeno. A continuacién, se describen los

instrumentos més utilizados [Baskurt et al., 2009d]:
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e El agregometro Myrenne (Myrenne MmbH, Rotgen, Alemania) posee un cono gi-
ratorio de 2 grados de libertad y un plato estacionario, con un camino 6ptico de
aproximadamente 2 mm desde el centro del eje del cono. Este agregémetro requiere
30 pl de sangre para rellenar la caAmara de prueba entre el cono y el plato. El soft-
ware de este dispositivo calcula el drea bajo la curva del silectograma luego de una

detencién repentina del esfuerzo de corte aplicado a la muestra.

e El sistema LORCA (RR Mechatronics, Hoorn, Paises Bajos) utiliza un sistema de
flujo del tipo Couette con 400 um de espaciamiento entre cilindros y detecta la luz
laser retrodifundida por las suspension de GR. Este dispositivo requiere 2 mL de
sangre para rellenar el espacio entre los cilindros. El software de LORCA calcula
el cociente entre el area debajo del silectograma y el area total en un determina-
do periodo de tiempo, como indice de agregacion. Este sistema también calcula el
tiempo-mitad de agregacion de los GR y dos constantes temporales que caracterizan

las componentes rapidas y lentas del fenémeno [Hardeman et al., 2001].

e El Eritroagregometro (Regulest, Francia) es también de sistema de flujo de Couette
y mide la luz retrodifundida por la suspension de GR. Determina dos parametros: el
tiempo de agregacion principal (el reciproco de la pendiente del silectograma en el

origen) y un indice de agregacion calculado como en el agregémetro Myrenne.

En los ultimos anos se han propuesto diversos dispositivos de pequenas dimensio-
nes (chips) que utilizan volimenes de muestras mucho més pequenos y se basan en
fenémenos 6pticos para la evaluacion de la agregacion eritrocitaria [Picot et al., 2015;
Shin et al., 2009].

Los parametros que pueden obtenerse mediante el andlisis del silectograma (e.g.,
agregacion en estasis, constante temporal) deben ser sensibles respecto a los diferentes
aspectos de la agregacion de GR. La sensibilidad y precision de estos pardmetros puede

diferir, afectando asi el valor del indice como herramienta de investigacion. La probabi-
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lidad de detectar una diferencia entre grupos de estudio esté relacionada a la precision
y variabilidad del parametro, este indicador de certeza puede ser utilizado para calcu-
lar la cantidad de muestra requerida en un estudio. Por esto, es importante conocer la
precision y sensibilidad del parametro, respecto a las alteraciones de la agregacion.
En el Capitulo 4 se presenta el analisis de la técnica de transmision de luz, los
resultados de su aplicacion y el desarrollo de un “agregémetro eritrocitario de chip

optico portatil” de alto potencial clinico.

3.2 Técnica de Biospeckle

La interaccion entre células sanguineas puede ser estudiada con otro enfoque més
complejo que la transmision de luz, pero mas versatil, consistente en registrar en dos
dimensiones la variacién de intensidad de luz dispersada, obteniendo asi, secuencias

temporales de “imagenes” para extraer informacion sobre el fenémeno fisico estudiado.

3.2.1 Elfendmeno de speckle laser

La aplicacion del fendmeno conocido como speckle (moteado en inglés) surgio gracias
al aumento en la coherencia de los laseres [Jones y Wykes, 1989]. Inicialmente, este
fenémeno fue considerado como un efecto que degradaba las imagenes generadas con
un laser. Sin embargo, a medida que se fue conociendo mas profundamente, dejo de ser
un problema para convertirse en la base de nuevas técnicas de medicion.

El efecto speckle ocurre cuando una superficie 6épticamente rugosa es iluminada
por una onda de luz coherente. En dicha superficie, las diferencias de alturas entre
puntos vecinos son del orden o mayores que la longitud de onda de la luz incidente,
la cual es dispersada en direcciones aleatorias. La consecuencia de esta dispersion en
un punto lejano de observacion, es un campo 6ptico resultante de las ondas difundidas

por cada punto de la superficie iluminada. De esta manera, se obtiene una distribuciéon
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espacial de puntos claros y oscuros, producto de las zonas de interferencia constructiva
o destructiva.

Debido a alteraciones del elemento dispersor, como desplazamientos, giros y de-
formaciones, la distribucion del campo 6ptico se modifica [Goodman, 1975] y, en con-
secuencia, puede ser aprovechada para estudiar las caracteristicas de dicho elemento.
En virtud de esta propiedad de la distribucion de speckle, se desarrollaron numerosos
métodos de medicion de alta sensibilidad en superficies dispersoras, dando origen a la
Interferometria de Speckle, una técnica basada en la superposicién de una distribucion
de speckle con otra similar o un campo uniforme. Los desarrollos tecnologicos, en lo que
respecta a sistemas de computos y de adquisicion de datos y al desarrollo de algoritmos
de procesamiento de senal, hicieron posible la aplicaciéon de camaras de video conecta-
das a computadoras, que proveen capacidad para el almacenamiento y procesamiento

de las imagenes adquiridas y la posibilidad de visualizar los resultados en tiempo real.

3.2.2 Formacion de una distribucion de speckle

Cuando se ilumina una superficie dispersora con una luz coherente, cada punto de la
misma actuara como una fuente secundaria de ondas esféricas, de acuerdo al principio
de Huygens-Fresnel. Por lo tanto, la amplitud del campo 6ptico en un punto dado de
observacion estara determinada por la suma de la totalidad de las ondas elementales
provenientes de cada punto dispersado por dicha superficie. Debido al caracter alea-
torio de la distribuciéon de elementos dispersores de la superficie, los valores iniciales
del campo complejo de dichas ondas elementales también tendran valores aleatorios.
En consecuencia, el valor del campo variaré aleatoriamente para diferentes puntos de
observacion. Esta distribucion de campo espacial aleatoria en intensidad y fase se de-
nomina speckle y se muestra un ejemplo en la Figura 3.2.

La distribucién de speckle ocupa todo el espacio atravesado por la luz difundida y

puede ser observada interponiendo una pantalla (por ejemplo, el CCD de una camara) o
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Figura 3.2: Distribucion de speckle obtenida iluminando una muestra de sangre.

proyectandola mediante un sistema 6ptico. En el primer caso se obtiene speckle objetivo,
pues depende tinicamente de las caracteristicas globales de la totalidad de la superficie
dispersora y de la posicion del plano de observacion respecto de la misma. En el segundo
caso se obtiene speckle subjetivo, porque el sistema 6ptico a través del cual se observa

la distribuciéon de speckle condiciona sus propiedades.

Speckle objetivo

Cuando una fuente de luz coherente de longitud de onda A ilumina una superficie
localizada en el plano zy, como se muestra en la Figura 3.3, la amplitud compleja (r)
de la luz dispersada en el punto Q(r) es la suma de las componentes elementales dis-
persadas por toda la superficie. Esta amplitud puede expresarse como [Jones y Wykes,

1989):

Qr) = Hc/Lwi(x,y) exp[? Gé(fcay)] dx dy, (3.1)

donde j es la unidad imaginaria, r es el vector posicion de los puntos @, S es la
superficie dispersora, k. es una constante, w; representa la amplitud compleja de la luz

incidente en (z,y), {(x,y) es la altura de la superficie en dicho punto y G es un factor
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geométrico asociado con las direcciones de iluminacion y observacion, el cual puede ser
considerado constante cuando () esta lo suficiente lejos de la superficie dispersora. Dado
que las posiciones de los elementos dispersores varian aleatoriamente en una magnitud
del orden o mayor que A, los términos de fase G £(x, y) también variaran aleatoriamente
en el mismo orden de magnitud. Por lo tanto, la amplitud resultante en el punto @
se describe por medio de un conjunto de vectores de fase aleatoria, los cuales, al ser
sumados en forma conjunta, generan una amplitud resultante aleatoria. Este problema

se conoce como paseo aleatorio.

P, - Q’ (x+Ax,2)
= Q (x,2)

Frente de
onda incidente

z

Figura 3.3: Formacion del speckle objetivo.

La amplitud total varia entre cero y un valor maximo, y se determina por la mag-
nitud y la fase de las amplitudes individuales. A medida que el punto de observacion
se mueve, tanto la amplitud resultante como la intensidad asumiran un valor aleatorio
diferente. A esta variacion de intensidad se la denomina efecto speckle.

Si se considera que el area iluminada tiene dimensiones [y X [y y esta limitada por
los puntos P; y P, como se indica en la Figura 3.3, la diferencia de camino s desde los

puntos P, y P» a Q(z,y) se expresa como:

s=(PQ-PQ) ~ ="+ L, (3.2)
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De forma analoga, para un punto adyacente Q' (z + Az, z) se tiene que dicha diferencia

de camino esté descripta por:

2o 1 Al

PQ — PQ) ~ 3.3
(PQ" — PQ") 5> . (3.3)
Luego, la diferencia relativa de camino entre @) y @) es:
Axl
As = 2210 (3.4)
z

Para los puntos tales que As < A, las fases relativas de todas las componentes seran

aproximadamente las mismas. Por otra parte, si:

Ax lo

z

As =

~, (3.5)

dichas fases relativas seran suficientemente diferentes tal que la intensidad en ()’ no
esté correlacionada con la incidente en (). En consecuencia, el tamano medio del grano

de speckle dy, esta expresado por:

Az

dyp = i~ (3.6)

Finalmente, el tamano de los granos de speckle, observados en la luz dispersada por
una superficie 6pticamente rugosa, depende del area iluminada y de la posicion de la
pantalla de observacion, pero no del sistema 6ptico utilizado para visualizarlo. Por esta

causa, a este tipo de speckle se lo denomina como objetivo.

Speckle subjetivo

En este caso, la imagen de la superficie iluminada se reconstruye por medio de

un sistema o6ptico formado por una lente y un diafragma de abertura circular, como
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se indica en la Figura 3.4 [Jones y Wykes, 1989]. Un punto P; perteneciente a la
superficie del objeto iluminado forma un diagrama de difracciéon centrado en el punto
(). La distribucion de intensidad corresponde a un patréon de difraccion de Airy y la
luz que proviene de P, tiene una fase aleatoria asociada con la variacion aleatoria de
la rugosidad de la superficie. El punto () también se ilumina por puntos adyacentes a
Py, los cuales producen figuras de difraccion que se superponen, y que también poseen
fases aleatorias debido a la rugosidad de la superficie. Un punto P, localizado de forma
tal que su figura de difraccion esté centrada en @)’ y con el primer minimo coincidente
con @, no contribuye a la iluminacién de éste dltimo. Los puntos méas alejados de Py
contribuiran muy poco a la iluminacion de (), dado que los maximos secundarios de
sus figuras de difracciéon son mucho mas pequenos que el méximo principal y entonces

su contribuciéon puede ser despreciada.

Zo ' Zi

Figura 3.4: Formacion del speckle subjetivo.

De este modo, la intensidad de luz en () estd dada por las contribuciones de un
area de la superficie del objeto centrada en P;, cuyo radio es la distancia entre P; y
P,. En este caso, el tamano promedio del grano de speckle dg, corresponde al radio del

disco de Airy, es decir:
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Az

Aoy = 1,227,

(3.7)

donde z; es la distancia de la pupila al plano de observacion y D es el didmetro de la
pupila. La distancia P, P, que es igual al radio del elemento difusor de la superficie

que dispersa luz en el punto @), esta expresada por:

A2z,

(dsp>0bj = 1722 D )

(3.8)

donde z, es la distancia entre la pupila y la superficie dispersora. A esta zona se la
denomina célula de resolucion del sistema Optico y corresponde al grano de speckle
sobre el objeto.

Si denominamos con M, al valor absoluto de la magnificacién del sistema optico y

F a la distancia focal imagen, se puede escribir:

2z = (14 My)F, (3.9)

Zi 1+ Mg
= _ 3.10
VA T F (3.10)

Considerando a Fp = F/D como la apertura numérica del sistema 6ptico, el diametro

medio del grano de speckle sobre el plano de observaciéon resulta:

dep = 1,22\ Fp (1 + M,). (3.11)

Finalmente, el didmetro medio del grano de speckle sobre el objeto es:

NFp(1+ M,
(dsp)op; = 1,22%. (3.12)

g
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Descripcion estadistica de una distribucion de speckle

El estudio de las propiedades del speckle en condiciones generales es complejo, por
lo que se ha desarrollado a partir del caso simplificado, en el cual tanto el objeto
dispersor como la luz dispersada verifican las siguientes condiciones [Goodman, 1975;

Kreis, 1996]:

e El namero de elementos dispersores que contribuyen a la formaciéon del speckle
es muy grande y del mismo orden de magnitud para todos los puntos de la

distribucién.

e La amplitud y la fase de las ondas elementales que originan el speckle son variables

aleatorias independientes entre si.

e La fase de dichas ondas elementales es una variable aleatoria de distribucién uni-
forme en el intervalo [-7, 7]. Esta condicion se puede asumir porque la superficie

es Opticamente rugosa.
e La luz utilizada es monocromaéatica.

La luz difundida esta polarizada linealmente.

En estas condiciones, la distribuciéon obtenida se denomina speckle completamente
desarrollado. Si las condiciones enumeradas anteriormente no se verifican en su totali-
dad, las propiedades de la distribucion se alteran dando lugar al speckle parcialmente
desarrollado. Las propiedades de este ultimo se estudian como desviaciones del compor-
tamiento ideal del speckle. De todas formas, en la mayoria de las aplicaciones practicas
se puede considerar, con un alto grado de aproximacion, que el speckle es completa-

mente desarrollado.
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3.2.3 Biospeckle laser (BSL)

Como se explicé anteriormente, el “speckle laser” es un efecto de interferencia alea-
torio debido a la iluminacién con una fuente de luz coherente. Las técnicas de speckle
han sido recientemente trasladadas al campo de la Biomedicina desde el area de la
Metrologia Optica. En particular, el biospeckle es producto de un patréon de speckle
dinamico puesto que varia en el tiempo, consecuencia de un proceso bioloégico en cur-
so, como lo es por ejemplo la agregacion eritrocitaria. Diversos trabajos recientes han
incursionado en la técnica de biospeckle para caracterizar la dinamica de sistemas bio-
logicos [Ansari y Nirala, 2015; Braga et al., 2017; Cardoso et al., 2011; White et al.,
2011].

El registro digital de la evolucion temporal de las distribuciones de biospeckle (BSL)
y su posterior anélisis numérico permite correlacionar la actividad detectada con cam-
bios en el funcionamiento bioldgico de células y tejidos [Rabal y Braga, 2009|. La
eleccion de un conjunto determinado de algoritmos de analisis esté4 determinada por la
naturaleza de la senal registrada. En el caso de un material homogéneo, se prefieren los
métodos numéricos estadisticos. Por el contrario, para el caso de materiales no homo-
géneos, los métodos de procesamiento de imagenes han mostrado mayor eficiencia para
interpretar la actividad de la muestra [Rabal y Braga, 2009|. Se ha reportado el uso
de técnicas basadas en BSL en diversas areas tales como evaluacion de la capacidad
germinativa y la humedad de semillas, el control de maduracion de frutos, la determina-
cion de densidad vascular funcional, la quimiotaxis y la motilidad de microorganismos,
deteccion de hongos y el relevamiento de circulacion sanguinea microvascular [Ansari y
Nirala, 2015; White et al., 2011]. Son de reciente desarrollo técnicas de procesamiento
de BSL en las cuales es posible caracterizar patrones con secuencia de agregacion eri-
trocitaria en sangre [Yeom y Lee, 2015| y asi detectar alteraciones en el fluido debido

a la dinamica celular y la presencia de analitos.
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En el Capitulo 5 se investiga esta técnica y su potencialidad a la aplicacion en el
ambito clinico. Es importante destacar, que casi no existen atn desarrollos de dispo-
sitivos comerciales de estudio de la sangre que incursionen en el biospeckle, siendo un
area de interés puesto que sus capacidades son cada vez mas exploradas debido a la

creciente disponibilidad de hardware més eficiente y menos costoso.

3.3 Analisis digital de imagenes microscopicas

La microscopia permite la observacion directa de los componentes de la sangre,
sin embargo, es fundamental la disminuciéon de la cantidad de elementos a observar
para obtener una imagen aceptable. Por ejemplo, el 40 % del volumen de la sangre
normalmente se compone de glébulos rojos, pero para permitir su visualizacion es
necesario reducir esta cantidad con respecto al medio de suspension al 2% o menos.

Mediante la observacion directa de estados de componentes de la sangre, es posible
formular descriptores basados en el procesamiento digital de imagenes [Mancilla Ca-
nales et al., 2018|. En el caso de imagenes obtenidas por campo claro, la deteccion de
bordes, el reconocimiento de geometrias particulares y el aislamiento de regiones de
interés son, entre otros, recursos indispensables para analizar distintos aspectos de los
componentes biolégicos. En este sentido, se han definido pardmetros que cuantifican la
morfologia de los agregados de GR desde una imagen digital. Por ejemplo el parametro
S y el coeficiente de células individuales, que relacionan el nimero total de células y el
namero de células aisladas en la imagen [Alet et al., 2015; Ponce de Ledn et al., 2013|.
Ademaés del descriptor que evalia la forma de los agregados (ASP) estudiando su area
en la imagen [Fontana et al., 2012; Foresto et al., 2005].

Otros métodos, como la microscopia confocal, hacen uso de fuentes de luz laser en
lugar de luz blanca y también involucran elementos reactivos (fluor6foros, anticuer-

pos especificos, tratamientos quimicos, etc.) para estudiar de manera colocalizada los
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aspectos de interés [Dumas et al., 2004|. Técnicas mas recientes utilizan recursos 6p-
ticos como la microscopia confocal multifotéon, pero complejizan atin mas la fuente de
iluminacién y los elementos de detecciéon, en pos de evitar el uso de marcadores, que
son elementos invasivos que alteran la muestra observada |[Djaker et al., 2007]. Esto se
abordara en el Capitulo 6 aplicado al estudio de la agregacion eritrocitaria.

Por el momento, las estrategias mencionadas anteriormente no son propicias para
el ambito clinico debido a varios factores: la complejidad de los principios empleados,
la manipulacion especial de las muestras de sangre, el eventual tratamiento con agentes
externos, el procesamiento de datos por software no “enlatado”, la complejidad técnica

de hardware y, principalmente, el costo y la limitada disponibilidad de los equipos.

3.3.1 Microscopia CARS

La microscopia o espectroscopia por dispersion Raman es una técnica que ha experi-
mentando un gran auge en el campo de la Biofisica. Como en el caso de la espectroscopia
de infrarrojo (IR), la microscopia Raman es una técnica basada en vibraciones molecu-
lares que proporciona detalles sobre la composicion quimica, la estructura molecular y
las interacciones moleculares en células y tejidos. Dado que las disfunciones biologicas
generalmente conducen a cambios en la composiciéon molecular de los tejidos afectados,
es posible detectarlos en los espectros vibracionales. Ademés, si los cambios espectrales
son lo suficientemente especificos, pueden usarse como marcadores fenotipicos de la
enfermedad.

El efecto Raman fue descubierto por C.V. Raman en 1928 [Raman y Krishnan,
1928|. Cuando una luz monocromatica ilumina una sustancia se produce una dispersion
de origen electronico. La mayor parte es la dispersion de Rayleigh, que tiene la misma
frecuencia que la luz incidente. Una parte mucho méas pequena de la luz dispersada
cambia de frecuencia, debido a una transferencia de energia a las moléculas (o viceversa)

durante la oscilaciéon del electron.



Capitulo 3. Andlisis experimental de la dindmica de interaccion eritrocitaria 51

La energia Fy de un foton del haz del laser se define como:

Eo = hvy = h—, (3.13)
Ao

donde vy es la frecuencia del fotén, h es la constante de Planck (6,62 x 10734Js) y ¢
es la velocidad de la luz (3 x 10%m/s).

Cuando la energia del foton incidente se transfiere a la energia de vibraciéon mo-
lecular o viceversa, la luz dispersada pierde (dispersion de Stokes) o gana (dispersion

anti-Stokes) una cantidad energia AF, definida por:

AE =E, = hy, = hAi = hed, (3.14)

1 correspondiente a la frecuencia

donde 7 es el numero de onda, expresado en cm™
Raman.

La dispersion Raman es muy débil en comparacion con la dispersion de Rayleigh y
la dispersion de fluorescencia, siendo la probabilidad de emision de un foton Raman de
uno en un millén. Por este motivo, la dispersion Raman resulto ser dificil de usar hasta
el desarrollo de potentes fuentes laser y filtros muy selectivos que permitieron filtrar la
intensa senal de dispersion de Rayleigh.

Las imégenes basadas en la dispersion Raman no solo proporcionan informacion
espectral y estructural sobre las moléculas intrinsecas de la muestra, sino también sobre
la distribucion espacial de estas moléculas de interés, sin ningtn tratamiento quimico
o marcado cromatico. El uso de esta técnica cubre varios aspectos de investigacion
en el campo biomédico, como por ejemplo el estudio de la estructura de proteinas y
ADN [Benevides et al., 1991; Berjot et al., 1987; Kneipp et al., 1998], virus [Overman
y Thomas Jr, 1998|, células humanas vivas [Puppels et al., 1994; Schut et al., 1997| y

diagnostico de tumores cancerigenos [Choo-Smith et al., 2002; Ling et al., 2002].

La dispersion esponténea de Raman (SRS) y las imagenes IR son métodos comunes
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en la microscopia vibracional. El IR esté limitado por una baja resolucion espacial de-
bido a las grandes longitudes de onda involucradas. Como la microscopia SRS funciona
en las longitudes de onda visibles o del IR cercano, evita este problema, sin embargo,
est& limitada por su baja seccion eficaz (o = 1072 cm? s).

La espectroscopia anti-Stokes Raman coherente (CARS) presenta una senial que es
consecuencia de una oscilaciéon vibracional colectiva con una fase bien definida y su
intensidad crece cuadraticamente con el ntiimero de moléculas. Los fotones se emiten
en la direcciéon donde la senal es constructiva, esta condicién se conoce como “condi-
cion de concordancia de fase” (phase-matching en inglés) [Zumbusch et al., 1999]. La
muestra estudiada se ilumina simultaneamente con una frecuencia de pump (wp) y una
frecuencia de Stokes (wg). Un fotén anti-Stokes es emitido de forma estimulada a la
frecuencia wag = 2wp — wg siendo la diferencia entre ellas la frecuencia vibracional
resonante del enlace molecular excitado [Potma et al., 2002|, Qr = wp — wg, como
se muestra en la Figura 3.5. Los fotones de otras frecuencias que no satisfagan esta

condicién, constituirdn ruido electrénico y contribuciones no resonantes.

E1
estados virtuales
-A- - -
Wy Wp Was
w.| E,
QR
E, Yy

Figura 3.5: Diagrama de energia para el proceso CARS. La emisién anti-Stokes (w4g) se genera
combinando los haces de pump (wp) y Stokes (wg). Desde el estado fundamental Eq, nunca se
alcanza el estado electrénico excitado E;. Ey es el estado vibracional del modo resonante Raman
y tiene frecuencia Q2.
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Descripcion tedrica

Cuando fuentes de luz coherente, monocromaética, direccional y de alta intensidad
interactiian con un material, dan lugar a lo que se conoce como generacion 6ptica no
lineal. En este caso, la respuesta del material excitado con un campo 6ptico intenso de-
pende de la intensidad del mismo campo de manera no lineal. Las propiedades 6pticas
del material comienzan a depender de forma cuadratica o cubica de la intensidad de
excitacion, asi como de la naturaleza espectral, temporal y espacial del campo electro-
magnético resultante. La relacion constitutiva entre la polarizacion inducida P; en el
material y el campo eléctrico E de la luz incidente admite un desarrollo en potencias
de los componentes de polarizacion del campo, que tiene la siguiente forma:

ij ijk

P, = co [\VE; + x OB By + x LB EE + ] , (3.15)

donde ¢, es la permitividad del vacio y x* es el tensor susceptibilidad eléctrica de
orden i.

Asumiendo un material isétropo, y caracterizado por una susceptibilidad lineal x("
puramente real (lo que equivale a despreciar la absorcion lineal), es posible escribir la

polarizacion P(w) mediante sus componentes [Shen, 2003]:

P(w) = eoxV (w)E(w) + PY(w), (3.16)

donde PV*(w) es la polarizacién no linear inducida en el medio.

Para escribir la ecuacién de onda no lineal se combinan el conjunto de ecuaciones
de Maxwell que describe la propagacion de ondas en un medio material. En el caso de
un medio no magnético donde las densidades de carga y la corriente macroscopica son

nulas (lo cual es generalmente el caso en la Optica), se obtiene:
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1 02 1 02
2

Luego, reemplazando la ecuaciéon 3.16 en la ecuaciéon 3.17 se obtiene:

2 2 (W w? NI
VE(w) +n (w)EE(w) = _eo?P (w), (3.18)
donde n(w) = y/1+ x'(w) es el indice de refraccion del medio a la frecuencia w.

Ademis, E(w) = E(z, )k y PNE(W) = PNE(2, t)e ™1,

La ecuacion 3.18 se conoce como ecuacion de ondas no lineal. Tiene la forma de
la ecuacion de onda habitual para un medio con un indice de refraccién n(w) con un
término adicional proporcional a la polarizaciéon no lineal del medio. Los productos
de amplitud de campo contenidos en P"*(w) describen la interacciéon entre las ondas
laser presentes en el medio no lineal y los coeficientes de acoplamiento entre ondas son
proporcionales a las susceptibilidades no lineales del material.

La dispersion anti-Stokes Raman coherente es una mezcla de cuatro ondas que
implica al parametro de susceptibilidad y®. Por lo tanto, es un proceso no lineal de
tercer orden basado en la dispersion Raman, en el que interactiian un laser pump
wp y un laser de Stokes wg (wp > wg). Los respectivos campos electromagnéticos con
amplitudes Ep y Eg, que tienen los vectores de onda kp y kg, interactiian con un

medio e inducen una polarizacion de tercer orden que se describe por [Lotem et al.,

1976; Shen, 2003]:

P® (WAS) = €0X(3) (wAs; wp,wp, —WS) E12> (WP) kg (WS) . <3~19)

En general la ecuacion 3.18 no puede resolverse, sin embargo es posible aplicar la
aprozimacion de envolvente de variacion lenta (SVEA), que consiste en suponer que
las envolventes de campo varian lentamente en tiempo y espacio con respecto a la

longitud de onda, despreciando la derivada segunda en la ecuacion de propagacion. De
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esta manera, en funciéon del campo anti-Stokes E g se tiene:

d nao I Was —i
Y\ g t) = — 222 p3)g—ikasz, 3.20
<(‘3z * c@t) as(z:1) 2¢p nc ‘ (3:20)

Reemplazando la polarizacion (ecuacion 3.19) en la ecuacion anterior e integrando

a lo largo del eje 6ptico con condiciéon inicial E4g = 0 se obtiene:

IAKD 1

Bas(D) = iy B2 5 (3.21)

iNk
donde D es la distancia de interaccion CARS o la seccién de la muestra. Finalmente,

como la intensidad es proporcional al cuadrado del campo eléctrico resulta:

2
2 (WAs\? | 3)2 2 o [ sen(AkD/2)

El parametro (Ak = kas — (2kp — kg)) expresa la relacion entre los vectores de onda
de los campos implicados y define la anteriormente mencionada phase-matching, siendo
AkD << 7, lo que ocurre si Ak = 0 o D ~ 0. En la microscopia CARS, Ak = 0 se
satisface siempre debido al uso de objetivos de inmersion con gran apertura numeérica.
Segun la ecuacion 3.22, la intensidad de la senal anti-Stokes depende linealmente de la
intensidad del laser de Stokes (Ig) y de forma cuadrética de la intensidad del laser pump
(Ip), asi como del parametro x® que es especifico para cada medio. Este parametro es
el que daré la especificidad de CARS como herramienta, la cual consiste en la capacidad
de sintonizar los modos resonantes de interés en la muestra |[Djaker et al., 2007].
CARS resulta una técnica util para estudios no invasivos en elementos biologicos
ya que previene el dano fotoquimico, pues no hay poblacion de estados electronicos
excitados de la molécula, tiene selectividad quimica y capacidad de seccionamiento
3D y, lo que es més importante, no requiere el uso de marcaje como mecanismo de

contraste.
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4. Tecnica de transmision de luz

4.1 Introduccion

La manera en que la luz se comporta al incidir en un medio, brinda gran cantidad
de informacién sobre lo que esta ocurriendo en el mismo. La luz puede ser absorbi-
da, dispersada o, si es un medio transparente, transmitida. En el caso de los fluidos
biolégicos y particularmente la sangre, contamos con medios que generarén las tres
respuestas. Es importante notar, que la senal registrada se compondra de luz no dis-
persada y luz dispersada hacia adelante (forward-scattering), obteniendo intensidades
de senal superiores a la luz retrodispersada (back-scattering), siendo una ventaja que
proporciona un medio semitransparente como la sangre.

Las estructuras de los rouleaux y los aglomerados de células son tridimensionales
y complejas, ademaés, otros procesos ocurren en simultaneo, como la sedimentacion
de las células o deshidratacion de la muestra. La dindmica de agregacion eritrocitaria
ocurre en aproximadamente 5 minutos, es un proceso relativamente lento pero que tiene
fases marcadas y tiempos caracteristicos. De esta manera, a medida que la dindmica de
interaccion eritrocitaria se desarrolla, y se registra el paso de luz a través de la muestra,
es razonable pensar que si las células se agrupan y redistribuyen, el paso de luz sera
mayor. Sin embargo se debe recordar que no es simplemente un plano se células, sino
un volumen de elementos suspendidos. Asi, la cantidad de elementos dispersores es un

factor a tener en cuenta, y determinaré el rango de intensidad de luz obtenida y la
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posibilidad, o no, de que los cambios que se pretenden registrar sean medibles.

4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Equipamiento

Durante el desarrollo del trabajo se utilizo el instrumental tipico de laboratorio,
tubos de plastico contenedores, guantes de latex, micropipetas automaticas de volu-
men variable Boeco de diversas capacidades maximas (1000 uL, 200 pL, y 50 plL),
portaobjetos de vidrio comunes (B&C Germany de 75x25 mm?), bafios térmicos, etc.
Una computadora provista de harware y software especifico se utilizé para el control y
ejecucion de los procesos de medicion.

Para la observacion y obtencién de iméagenes digitales de los GR y de los agregados
se utiliz6 un Microscopio Optico Invertido (Union Optical Tokyo), un Microscopio
Optico Leica con contraste de fase, a los cuales se les acoplé una Camara Fotografica
Digital (Canon PowerShot A640) con un adaptador de 52 mm, y un Microscopio Optico
Biologico Boeco (BM-117) con camara Arcano de 5.0 Mp incorporada.

La mediciéon de la transmision de luz a través de las muestras de sangre se realizo
en las primeras etapas, mediante un Elipsémetro marca Rudolph Series 434 con laser
diodo. Posteriormente, luego de varios ensayos se desarrolld un sistema con iluminacion
LED, y finalmente un agregémetro portatil de completo diseno propio de hardware y
software. Los elementos que componen el sistema experimental se detallan en la seccion

siguiente.

4.2.2 Sistema experimental

Como se ha mencionado en la seccion 3.1, los resultados se condicionan por la ob-

tencion de un silectograma adecuado para el posterior analisis, con lo que se incursion6
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en el montaje de un sistema apto para dicho fin.

El sistema experimental puede organizarse en tres bloques de elementos:

e El chip optico, portador de la muestra de sangre a analizar.

e El sistema de emision y captacion de luz (Elipsometro, LED, fotosensor).

e El bloque de control y registro de la informacion del proceso (unidad de adqui-
sicion Photomultiplier Photometer Model 1118A11 y computadora, Raspberry
Pi).

La Figura 4.1 muestra un esquema del sistema experimental para la medicion.

Fotomultiplicador Unidad de adquisicion

Chip porta -
muestra %
Muestra de
sangre
Laser / LED Z CPU
Espejo

Figura 4.1: Esquema del sistema de medicion por transmisién de luz.

4.2.3 Chip optico

El chip optico es el soporte fisico para la muestra de sangre. Tiene la funciéon
de disponer de la manera Optima la muestra, para que se produzca el fenémeno de
agregacion sin alteraciones introducidas por factores externos, y pueda registrarse co-

rrectamente la intensidad de luz que atraviesa la misma. A modo de reducir los efectos
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de sedimentacion de los GR, se trabajoé en un plano horizontal nivelado en superficies
perpendiculares al eje vertical del sistema.
El disetio del chip 6ptico conté con varias etapas (ver Apéndice C) hasta llegar a la

version final que se muestra en la Figura 4.2.

Figura 4.2: Esquema del disefio final del chip optico consistente en una unidad de prueba individual
descartable.

4.2.4 Descripcion y metodologia

Se valié de la disposicion fisica de un elipsometro (Rudolph Series 434) y su capa-
cidad para medir intensidad de luz transmitida a través de la muestra en el tiempo.
Este aparato consta de dos brazos coplanares regulables en dngulo, unidos por un disco
graduado. Uno de los brazos tiene adosado un laser de diodo de 630 nm y el otro un
fotomultiplicador capaz de registrar variaciones en la intensidad luminica que incide
sobre él. Dicho fotomultiplicador se encuentra en comunicaciéon con la unidad de con-
trol del elipsémetro, que regula la escala en la medicion y los voltajes intervinientes.
Las intensidades de luz son dadas en unidades arbitrarias referenciadas por el voltaje
que circula en el sistema. Los brazos fueron colocados de tal forma que el &ngulo entre
ellos fuera de 90°. Asi, se colocd el chip contenedor de la muestra de manera horizontal

atravesando el camino del haz de luz que, mediante un espejo adicionado, seguia una
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trayectoria perpendicular al plano del chip e impactaba en el fotomultiplicador. Las
caracteristicas adicionales se detallan en el Apéndice C.

A medida que se realizaron estudios con el sistema descripto anteriormente, fueron
introduciéndose modificaciones. Una de ellas implico el reemplazo del diodo léser por
un LED en el espectro rojo de mucho méas bajo costo, puesto que no es requerida alta
coherencia de la fuente de luz en esta técnica. Ademaés, como se comentd en la seccioén
4.2.3 el chip fue redisenado y optimizado. Las mediciones de la segunda etapa tienen
una duracion de alrededor de 5 minutos, que es la duraciéon del proceso de agregacion
eritrocitaria, logrando menos ruido en la senal experimental debido a una mejor y méas

uniforme iluminacion de la muestra.

4.3 Parametros de agregacion

4.3.1 Parametros de agregacion a partir del silectograma

Para estudiar la dindmica eritrocitaria a través de los datos empiricos, se propusie-
ron parametros caracteristicos como descriptores matemaéticos de la curva de intensidad
de luz en funcion del tiempo. A la evolucion temporal de la intensidad de luz, I(t) se

la ajusté mediante la funcion

[(t):[f'eit/Tf—F[S'eit/Ts—i—Io, (41)

donde T y T, denotan constantes temporales del proceso de agregacion. Este puede
considerarse como un conjunto de eventos miltiples, dobletes, rouleaux, y formaciones
tridimensionales, que ocurren en minutos. Las constantes temporales T y T represen-
tan la rapida formacion de rouleaux y la agregacion tridimensional lenta, respectiva-
mente. A tiempo ¢ = 0, se puede obtener la intensidad minima, Iy—¢) = Ipin, la cual,

luego de normalizar, seré cero.
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Figura 4.3: Representacion de los parametros de agregacion en el silectograma.
Los parametros de agregacion que se muestran en la Figura 4.3, son los siguientes:

Amplitud (Amp): La diferencia entre I,,;, y la intensidad de luz en un tiempo ¢;

determinado.

e Tiempo mitad (¢1/,): El tiempo requerido para alcanzar la intensidad de luz
Lmin + Amp/2, indicando la constante temporal caracteristica para alcanzar el

nivel medio de agregacion en t;.

e M-index: El area debajo del silectograma en un periodo de tiempo ¢;, indicando

el grado de acumulacion de agregados durante ese tiempo.

e Indice de Agregacion (Al): El cociente entre el area bajo el silectograma (A) y
el area total (A+B) en cierto periodo de tiempo ¢;, indicando la cantidad de

agregacion normalizada acumulada.

Los tiempos t; elegidos para el célculo de los pardmetros de agregacién fueron

optimizédndose de a cuerdo a los experimentos realizados.
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4.3.2 Parametros de Kaliviotis y Yianneskis

Kaliviotis y Yianneskis en 2011 propusieron que la formaciéon de agregados se com-
porta de manera similar al fenomeno de sedimentacion [Kaliviotis y Yianneskis, 2011].
En este modelo, se asume una competencia de dos fenémenos, la agregacion y la des-
agregacion espontanea, siendo esta tltima proporcional al ntimero total de glébulos
rojos. Partiendo de la ecuacion de Smoluchowski [Kaliviotis y Yianneskis, 2011] se

obtiene la siguiente expresion:

dN
dt

1 1
= _§AN2 + 5DNO, (4.2)

donde A es la tasa de agregacion, D es la tasa de desagregacion, N(t) = inz(t) es
el namero total de agregados (n;(t) es la cantidad de agregados formados po; i GR)y
Ny = i in;(t) es el namero total de GR, el cual se supone que permanece constante.
Integr;zrfdo la ecuacion 4.2 con condiciones iniciales nulas (es decir se parte de la base

que todos los GR estan desagregados) resulta:

N(t) = NO\/E tanh(NoVADt), (4.3)

dando una expresién para el niimero total de agregados en funciéon del tiempo.

4.4 Alteracion in vitro de los factores de interaccion
eritrocitaria

Para evaluar la sensibilidad de la técnica, se disenaron experiencias que permitieran
obtener perfiles de dindmica eritrocitaria asociados a los resultados de los experimen-
tos. Para ello se estudiaron distintas condiciones de los GR y su medio de suspension

induciendo alteraciones controladas en las muestras a estudiar. Es importante notar
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que luego de obtener la alteraciéon in wvitro de la célula o del medio, se realiz6 la co-
rrespondiente resuspension de los globulos rojos al hematocrito deseado para cada

experimento.

Alteracion de la carga eléctrica superficial del eritrocito

El estudio de la incidencia de la carga eléctrica superficial de los GR en la agregacion
eritrocitaria, fue modelizado a través de la digestion del glicocalix con soluciones de
tripsina de diferentes concentraciones (ver Apéndice A). Obteniendo muestras de GR
glicados con tripsina en concentraciones de 1, 2 y 2,5 mg/mL [del Balzo, 2010].

El fundamento de esta reducciéon in vitro de la carga superficial eléctrica se basa
en que la tripsina es una enzima peptidasa, que rompe los enlaces de las proteinas
mediante hidrolisis para formar péptidos de menor tamano y aminoécidos (pH 6ptimo
de 7,5 y una temperatura 6ptima de 37°C). De esta manera, las terminales de acido
sidlico son “clivadas”, y la carga eléctrica negativa reducida con lo cual se reduce la

repulsion electrostatica entre las células.

Reduccion de la proteina plasmatica fibrindgeno

Como se explico en la seccion 1.2, la proteina plasmaéatica que interviene funda-
mentalmente en la agregacion eritrocitaria es el fibrinégeno. Para evaluar en forma
controlada este factor, se realizaron estudios de alteraciones del plasma reduciendo la
concentracion de fibrinégeno. Para esto se prepar6 una soluciéon de SF y albimina hu-
mana al 2% (SFA) segun el protocolo del Apéndice A. Se utilizaron diluciones de 75 %,
50 % 25 % y 0% de plasma con dicha solucion ademas del control (100 % plasma) para
alterar de manera controlada el contenido de proteinas plasmaticas (fibrindgeno) en el

medio de suspension.
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Agentes anestésicos

Se ha observado que las técnicas anestésicas afectan los parametros hemorreol6-
gicos, hemostéticos, y hemodindmicos del paciente durante una cirugia [Beilin et al.,
2006; Caglayan et al., 2006]. Ademas, estas drogas afectan la velocidad de sedimenta-
cion eritrocitaria, y la anestesia general puede conducir a una disminucion en el balance
electrolitico de los GR, afectando la unién de ligandos a la membrana y modificando su
morfologia [Alet et al., 2015; Caglayan et al., 2006]. E1 Propofol por ejemplo, presenta
efectos cardiovasculares secundarios tales como disminucion de la resistencia vascular
periférica, disminuciéon de la saturacion de oxigeno venoso yugular e inducciéon de he-
molisis. Para estudiar la influencia de estos compuestos, se trataron las muestras en
3 condiciones diferentes (Propofol 4 pg/ml sangre entera, Remifentanilo 10 ng/mL
plasma y Bromuro de Vecuronio 0,15 pg/mL plasma). La preparacion se detalla en el

Apéndice A.

Larvas de Trichinella spiralis

La triquinosis es una zoonosis producida por el parédsito Trichinella, siendo la es-
pecie spiralis la de mayor prevalencia a nivel mundial. El complejo ciclo evolutivo de
Trichinella spiralis (Ts) incluye la migracion de las larvas recién nacidas (LRN) por
el torrente circulatorio hasta su enquistamiento en las fibras musculares. Durante este
pasaje por la circulaciéon sanguinea, las larvas del parasito establecen un intimo contac-
to con los eritrocitos del hospedador. Diversos estudios han demostrado que Ts puede
captar acido sidlico de las células con las que tiene intimo contacto, produciendo una
alteracion de la agregacion eritrocitaria [Lopez Murta et al., 2015].

Para estudiar el efecto de esta zoonosis, se prepararon suspensiones de GR de 4
donantes sanos distintos, previa separacion del plasma, que fueron incubados en partes

iguales con concentrados de LRN de (3000+500) larvas/mL, durante 1 y 2 horas con
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agitacion controlada a 37°C (ver Apéndice A). Se utiliz6 como muestra control GR
incubados en igual volumen de SF. Finalizada la incubacion, los eritrocitos fueron

lavados y suspendidos en plasma autélogo.

Glicosilacion no enzimatica de GR

La diabetes mellitus es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por
hiperglucemia resultante de un defecto en la secrecién de insulina, la accion de la in-
sulina o ambos mecanismos. La hiperglucemia cronica se asocia con dano, disfuncion
y falla de varios 6rganos, especialmente en los ojos, rifiones, nervios, corazén y va-
sos sanguineos |American-Diabetes-Association, 2014]. Gran cantidad de estudios han
demostrado que pueden producirse alteraciones en el perfil hemorreoldgico durante la
evolucion de la diabetes, afectando la agregacion de eritrocitos, por ejemplo, aumento
de la agregacion y formacion de clusters, aumento del contenido de fibrin6geno, incre-
mento de la viscosidad sanguinea y plasmatica, y cambios en la deformabilidad y la
viscoelasticidad de los eritrocitos [Carrera et al., 2008; Delannoy et al., 2015].

El fenémeno principalmente involucrado en la diabetes es la glicosilacién no enzi-
matica, la cual se define quimicamente como la reacciéon de grupos amina primaria,
péptidos y proteinas con el grupo carbonilo de los aziicares reductores. La glucosa es el
azucar reductor mas abundante en el cuerpo, su concentracion en la sangre esta sujeta
a un mecanismo de regulacién en personas sanas y aumenta sustancialmente en per-
sonas con diabetes. En condiciones fisiologicas, la aparicion de estos compuestos esta
determinada por la concentracion de aziicares reductores y por el tiempo de exposicion
de la proteina a ellos [Horvat y Jakas, 2004].

Para evaluar con las técnicas desarrolladas el efecto de la glicosilacion no enzimatica
in vitro de la membrana eritrocitaria [Riquelme et al., 2005], las muestras de sangre se
dividieron en 5 tubos que contenian volimenes iguales de GR y soluciones de glucosa

preparadas en PBS de diferente concentracion (0,1, 0,2, 0,5, 1 y 2 g/dL). La mues-
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tra control se prepar6 incubando voltiimenes iguales del paquete celular y la solucion
de glucosa-PBS. Luego de la incubacién, los RBC se lavaron 3 veces con PBS y se

suspendieron a un hematocrito del 40 %.

4.5 Resultados

Como primera instancia se incursiond en la construcciéon de un chip 6ptico que
cumpliera las necesidades experimentales. Se tuvieron en cuenta factores como el costo
y la disponibilidad de materiales, pues debia ser un elemento descartable y de féacil
utilizacion. Estas pruebas fueron realizadas en muestras con diversos hematocritos,
10 %, 20%, 30%, 40% y 50 % de GR en plasma autélogo a fin de conocer los rangos
de intensidad de luz con los que se trabajaria, y habituarse al sistema de mediciéon y
los procedimientos.

En el Apéndice C se explican los ensayos preliminares en los que se probaron confi-
guraciones del sistema experimental y se estudiaron diversos factores responsables en la
eficacia de las mediciones y la optimizacién del volumen de muestra a un hematocrito
del 40 %. Se realizaron pruebas para determinar la variacion de los silectogramas para
distintos volimenes de sangre y la reproducibilidad de los experimentos.

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos de los experimentos realizados
para la evaluacion del fenémeno de agregacion eritrocitaria y determinaciéon de indices
representativos de caracteristicas especificas de la sangre, de acuerdo a las alteraciones

de la seccién 4.4.

4.5.1 Dependencia de los parametros de agregacion respecto al

hematocrito

Se realizaron estudios variando el hematocrito en el rango fisiologico (entre 30 %

y 50%) a partir de muestras de sangre normal. De esta manera se observd cuales
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parametros son mas sensibles al nimero de células presentes en la camara de prueba.
La Figura 4.4 muestra como Amp;gy disminuye y t;/» aumenta con incrementos del
hematocrito, sin embargo Amprs9, M-Index y Al no muestran variaciones significativas

en el rango de concentraciéon de GR analizado.
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Figura 4.4: indices de agregacion en funcién del hematocrito para una muestra de sangre normal.
Ampigo (@), Ampzso (b), M-Index (c), t; /2 (d), Al (e).

4.5.2 Alteracion in vitro de la carga eléctrica superficial eritrocitaria

Mediante el tratamiento con tripsina se alter6 la carga superficial de la membrana
eritrocitaria, responsable de la repulsion electrostatica entre GR, como se explicod en la
seccion 4.4. La reduccion de la carga superficial del globulo rojo origina en la sangre
un aumento en la intensidad de luz transmitida, relacionada con una agregaciéon mayor
de GR.

Para estos estudios se realizaron 8 mediciones con cada muestra (control, tripsina
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1 mg/mL, 2 mg/mL y 2,5 mg/mL) dentro de las 48 h de extraida la sangre y rea-
lizados los tratamientos. La Figura 4.5 muestra imagenes de GR agregados luego de
ser tratados con trispsina, donde se observan estructuras més desordenadas similares
a “clusters” a medida que se incrementa la concentracion de la enzima en la incuba-
cion. Los silectogramas fueron analizados y procesados, calculando los pardmetros de
agregacion en cada caso. Luego se obtuvo el promedio y la desviacion estandar de los

indices para cada tipo de muestra segin se muestra en la Tabla 4.1.

(a) (b) () (d)

Figura 4.5: Fotografias de agregados de GR control (a) y tratados con tripsina 1mg/mL (b), 2 mg/mL
(c)y 2,5 mg/mL (d). Microscopio 6ptico con objetivo 40x, hematocrito 1,5 %.

En la Figura 4.6 se muestran de manera grafica los pardmetros de la Tabla 4.1 que
mostraron variaciones mas significativas. Aqui puede notarse que la amplitud al inicio
del fenémeno es mayor a medida que se incrementa la concentracion de tripsina en la
incubacion y por lo tanto, puede asociarse a la disminuciéon de la carga superficial del
eritrocito.

De estos experimentos, se observa que las diferencias mas notables comienzan a
manifestarse para la concentracion més alta de tripsina, es decir 2,5 mg/mL. En este
caso, el proceso de agregacion se produce méas rapidamente obteniéndose una agrega-
cion mayor en los primeros minutos y un tiempo mitad mas reducido. Por otro lado,
la cantidad total de agregacién no presenta variaciones significativas. Es importante
destacar, que el efecto producido por la tripsina es condicionado por su tiempo de

incubacion, en este caso 20 minutos.
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Tabla 4.1: indices de agregacion calculados de 8 mediciones realizadas para cada muestra de GR
control, tratados con tripsina 1 mg/mL, 2 mg/mL y 2,5 mg/mL. Los datos se expresan como media
+ SD.

M-Index
Muestras Ampigo Amp~sg t/2 () Al 1500 s 1500 s
Control 12,1 &+ 1,1 85,0 £ 4,1 284+ 31 0,716 £ 0,025 107400 = 3600

Tr. 1 mg/mL 14,6 £2,5 83,0+t2,7 278128 0,717 £0,017 107600 £ 2500
Tr. 2 mg/mL 155+£25 84,7 +22 250+ 15" 0,725+ 0,021 108700 £ 3000
Tr.2,5mg/mL 19,0 +1,8* 86,6 £24 226+ 18" 0,738+ 0,032 110800 + 4700

*p <0,05; ** p <0,001.

350 0,80

a " b c *
0,75
< 0,70
0,65
0,60
00 1,0 20 25 00 10 20 25 00 10 20 25
Tripsina (mg/ml) Tripsina (mg/ml) Tripsina (mg/ml)

Figura 4.6: indices Amp en 100 s (a), t1/2 (b) y Al 1500 s (c) para cuatro muestras: Control, tratados
con tripsina 1 mg/mL, 2 mg/mL y 2,5 mg/mL. * p <0,05; ** p <0,001.

4.5.3 Alteracion in vitro del contenido de proteinas plasmaticas en el

medio

En este caso se modificaron las caracteristicas del medio se suspension, diluyendo
el plasma en SFA. En las fotos de la Figura 4.7 se observa como a medida que se
diluye mas el plasma se obtiene menor cantidad de agregados y mas pequenos. En las
muestras con 0 % de plasma se observan GR crenados conocidos como equinocitos (con
espiculas), perdiendo la capacidad de agregacion. Al igual que en el caso con tripsina,
se calcularon los indices caracteristicos para 8 mediciones con cada muestra (Tabla
4.2).

La dilucién del plasma con SFA tiene un efecto de disminuciéon en la agregacion.
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Esto se debe a la menor concentraciéon de las proteinas plasmaticas, principalmente
del fibrin6geno. En consecuencia, el tiempo mitad de agregacion crece a medida que
aumenta la diluciéon del plasma como se ve en la Figura 4.8 y el Al, que representa el

grado de agregacion acumulada, disminuye presentando valores inferiores al control.

(d) ()

Figura 4.7: Fotografias de agregados de GR en plasma diluido con SFA. Control 100 % plasma (a)
75 % plasma (b), 50 % plasma (c), 25 % plasma (d), 0 % plasma (e). Microscopio optico con objetivo
40x, hematocrito 1,5 %.

4.5.4 Aplicacion del modelo de Kaliviotis y Yanneskis

Para aplicar el modelo de Kaliviotis y Yanneskis se utilizo la ecuacion 4.3 de la
seccion 4.3.2. Realizando un ajuste no lineal mediante la rutina curve fit del paquete
Python SciPy, se obtuvieron los valores de A y D a partir de las mediciones presentadas
en las dos secciones anteriores (ver Tabla 4.3). Se puede observar que ambos indices
son mayores que el control para el caso en que la carga eléctrica superficial fue reducida
(tripsina), y menores para un contenido de proteinas plasmaticas disminuida (plasma

diluido).
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Tabla 4.2: indices de agregacion calculados de 8 mediciones realizadas para cada muestra: control,
plasma con SFA al 75 %, 50 %, 25 % y 0 %. Los datos se expresan como media + SD.

M-Index

Muestras Ampigo Amp~so t/2 (s) Al 1500 s 1500 s

Pl. 100 % 128+08 89,0+£1,6 267 =16 0,90 £ 0,01 115500 £ 1100
Pl. 75 % 11,3+54 853+1,8 2832 0,72£0,01" 107500 £ 300**
Pl. 50 % 132+ 1,4 809+45 334 + 18** 0,68 £0,03** 104000 £ 2600**
Pl. 25 % 8,6 £ 0,2 66,5+22" 4298 0,56 +0,03** 84600 + 4200**
Pl. 0% 76 £1,1* 73,7 +3,7"* 443 +£8" 0,62+ 0,02** 93500 + 2200**

*p <0,05; ** p <0,001.

600 1,0
— 400 0,8}
< -
= <
200 0,6
0 0 0,4
100 75 50 25 O 100 75 50 25 O 100 75 50 25 O
Plasma en SFA (%) Plasma en SFA (%) Plasma en SFA (%)

Figura 4.8: indices de agregacién eritrocitaria para cinco muestras de GR en medios con distinto
contenido de proteinas plasmaticas: control, 75 % plasma, 50 % plasma, 25 % plasma, y 0 % plasma
en SFA. Los graficos corresponden a los indices Amp en 750 s (a), t1/2 (b) y Al (c). " p <0,05; ™ p
<0,001.

Estos resultados son congruentes con los parametros calculados en las secciones
anteriores, advirtiendo un grado de agregaciéon mayor que en la sangre no alterada
para el caso glicado, y por debajo para el caso en que se redujo el fibrindgeno presente

en el plasma. Sin embargo, los resultados no son significativos (p >0,05).

4.5.5 Accion de agentes anestésicos

En la Figura 4.9 se muestran algunas fotografias de GR incubados con los distintos
agentes anestésicos. En estas imagenes no se observan a simple vista alteraciones en la
agregacion eritrocitaria. Para los estudios de agregacion con el agregémetro de chip se

realizaron 5 mediciones con cada tipo de muestra.
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Tabla 4.3: Se muestran los valores de A 'y D con sus respectivas incertezas, calculados por medio de

ajuste computacional para las muestras: control, GR alterados con tripsina (2 mg/mL), y contenido

de proteinas plasmaticas reducido.

Muestra indice de indice de
agregacion (A) desagregacion (D)
Control 0,0022 + 0,0006 0,0019 + 0,0005

Tripsina (2,5 mg/mL)
Plasma 75 %
Plasma 50 %
Plasma 25 %
Plasma 0 %

0,0026 + 0,0006
0,0022 £ 0,0006
0,0021 £ 0,0006
0,0013 £ 0,0006
0,0015 £ 0,0006

0,0023 £ 0,0005
0,0021 £ 0,0005
0,0019 £ 0,0005
0,0013 £ 0,0005
0,0014 £ 0,0005

(a) (b) () (d)

Figura 4.9: Fotografias de agregados de GR en plasma con agentes anestésicos. Control (a); Pro-
pofol 4 mg/mL (b); Remifentanilo 10 ng/mL (c); Bromuro de Vecuronio 0,15 mg/mL (d). Microscopio
optico con objetivo 40x, hematocrito 0,5 %.

En la Figura 4.10 se muestran los resultados obtenidos de los pardmetros de agre-
gacion, donde es posible observar leves alteraciones en relacion a la muestra control.

En estas experiencias se observo que los indices que resultaron ser mas sensibles
a las alteraciones son Amprsg y ti/2 implicando cinéticas de agregacion mas rapidas
para el caso de muestras alteradas. En particular el Bromuro de Vecurionio tiene el
tiempo mitad menor e indices de agregacion mas altos, lo que implica una cinética
mas rapida y més agregacion acumulada, el Remifentanilo sigue la tendencia del Bro-
muro de Vecuronio, pero con menor intensidad, y el Propofol no produce alteraciones

significativas.
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Figura 4.10: indices de agregacion eritrocitaria para cuatro muestras de GR en medios con distintos
agentes anestésicos. Amp en 750 s (a), t; /5 (b), Al (c). * p <0,05; ** p <0,001.

4.5.6 Alteraciones por larvas de Trichinella spiralis

En las imagenes microscopicas de la Figura 4.11, puede notarse una mayor presencia
de rouleaur a medida que aumenta el tiempo de contacto de las LRN con los GR.
Mediante el analisis de las imagenes digitales, se obtuvo la distribucién del tamano de
agregados segun la cantidad de GR que los componen.

Los eritrocitos incubados con LRN presentaron una disminucién en el porcentaje
de células aisladas y un mayor tamano de los agregados formados en relaciéon con los
controles, como se ve en la Figura 4.12. El analisis estadistico indica que la agregacion
de los globulos rojos alterados fue mayor al aumentar el tiempo de incubacién. Esto
posiblemente esté relacionado con la pérdida de acido sialico en la superficie, ya que es
capturado por las LRN.

La Tabla 4.4 muestra los valores de los parametros de agregacion para estas altera-
ciones. Los experimentos indican que Amprs, aumenté significativamente (p < 0,001)
con el tiempo de incubacién, lo que es se asocia con la presencia de agregados mas
grandes y globulares. Ademas, t1/, disminuy6 (p < 0,001) como se muestra en la Figu-
ra 4.13, lo que indica una cinética de agregacion més réapida, probablemente relacionada
con una alteracion en la carga eléctrica de la superficie producida por la acciéon de las

LRN. Un mayor tiempo de incubacion esta estrechamente relacionado con una reduc-
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Figura 4.11: Fotografias de agregados de GR incubados con LRN de Trichinella spiralis en plasma

durante: 0 min de incubacién (a), 60 min (b) y 120 min (c). Microscopio éptico con objetivo 40x,

hematocrito 0,3 %.

cion en la carga eléctrica de la superficie de los globulos rojos y, en consecuencia, con

alteraciones en el proceso de agregacion eritrocitaria produciendo agregados anémalos.

Tabla 4.4: indices de agregacion para GR incubados con LRN de Trichinella spiralis por 0 min, 60

min y 120 min.

Amprs t/o (s)
Tiempode , . 60 min 120 min 0 min 60 min 120 min
incubacion
Muestral 694409 781416 785+ 15" 500430 425+ 20~ 350+ 30**
Muestra2 7594+ 16 812+ 16" 8654+ 18" 420428 325410 3124+ 20™
Muestra3 806403 838-+14* 860+04" 350410 270+ 10 220+ 10*
Muestrad  743+09 805408 822+ 18" 380428 337 +10™ 310+ 14*

*p <0,05; ** p <0,001.
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Figura 4.13: indices de agregacion eritrocitaria para GR alterados mediante LRN de Trichinella
spiralis correspondientes a la muestra 2. Amp en 750 s (a), t; /2 (b). * p <0,05; ** p <0,001.



Capitulo 4. Técnica de transmision de luz 76

100
2 % GR individuales >
@@ % grupos de 2-4 GR
80F mm %gruposde57GR N
a B %gruposde8omasGR
©
5 60F
=
©
£
c 40+
Q)
R
20 -
0

0 min 60 min 120 min

Tiempo de incubacién

Figura 4.12: Valores medios de la distribucion de tamano de agregados de GR alterados por LRN
de Trichinella spiralis para 0 min, 60 min y 120 min de incubacién. * p <0,05; ** p <0,001.

4.5.7 Alteracion de la agregacion de GR por glicosilaciéon no
enzimatica

La Figura 4.14 muestra agregados de GR para diferentes medios de incubacion
con glucosa. Se observa claramente la alteracion de la morfologia de los agregados
eritrocitarios en la Figura 4.14 (b) que corresponde a una concentracion de incubacion
de glucosa de 0.5 g/dL. Este tipo de agregados “cluster” se asemejan a las estructuras
tipicas presentes en pacientes diabéticos.

Mediante el agregémetro de chip 6ptico se observo que los pardmetros Ampigg y
t1/2, describen mejor las diferencias en el proceso de agregacion de GR relacionadas a la
glicosilacion no enzimatica como se ve en la Tabla 4.5. Amp;gg muestra un incremento
respecto al control y ti/, disminuye hasta que la concentracion 0,5 g/dL, indicando
un aumento en la velocidad de agregacion. Para concentraciones més altas se observa
un comportamiento diferente, disminuye Ampjgy y se incrementa t;/, indicando la

formacion mas lenta de agregados.
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(a) (b) () (d)

Figura 4.14: Fotografias de agregados de GR glicosilados con distintas concentraciones de gluco-
sa, 0.2 g/dL (a), 0.5 g/dL (b), 1 g/dL (c) 2 g/dL (d) suspendidos en plasma. Microscopio optico con
objetivo 40x, hematocrito 0,5 %.

Tabla 4.5: Parametros de agregacién de GR glicados para las mediciones obtenidas por quintupli-
cado. Los datos se expresan como media + SD.

G(I;J/(:;l’ja Amp oo Ampgoo t /2 (s) Al1200

0 40,8 + 0,5 94,44+ 0,5 130 + 1 0,84 + 0,02
0,1 4194+0,5* 92,1 4+0,5" 129 +1 0,82 + 0,02
0,2 53,6 £ 0,5 97,3+0,5* 89+ 1 0,88 + 0,02*
0,5 48,1 + 0,5 84,7+ 0,5 108 +£1** 0,79 4+ 0,02*
1 18,4 + 0,5 745+ 05" 326+ 1" 0,66 + 0,02**
2 17,5+ 0,5 7294+0,5* 343+1*™ 0,65+ 0,02**

*p <0,05; ** p <0,001.

Los resultados indican que para la concentracion de glucosa entre 0,2 g/dL y 0,5
g/dL se produce una formacion mas rapida de “clusters”. Es posible que por el efecto de
mayores concentraciones de glucosa, la presencia de agregados globulares combinada
con la sedimentacion, enmascaran el proceso de formacion de rouleaux. Esto darfa lugar
al conocido comportamiento de “campana’” discutido en la seccion 2.5, como se ve en la
Figura 4.15. Se observa ademas que Al resulta menor para concentraciones de glucosa
més altas, en concordancia con la presuncién de mayor presencia de “clusters” de GR.

Para estas alteraciones de los GR, se complement6 el estudio obteniendo parame-

tros de deformabilidad de las células mediante un Reémetro Eritrocitario previamente
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Figura 4.15: Grafico del indice de Agregacion (Al) para muestras de GR glicosilados. * p <0,05; **
p <0,001.

desarrollado en el laboratorio [Albea et al., 2013; Riquelme et al., 1998|. Este aparato
mide la capacidad de los glébulos rojos para cambiar su forma discoidal a elipsoidal
cuando se somete a un esfuerzo cortante definido. Analizando las caracteristicas geo-
métricas del patron de difraccion generado por la muestras que estan relacionadas con

la deformabilidad de los eritrocitos, se obtienen los siguientes pardametros reolégicos:
e ID: Indice de deformabilidad eritrocitaria

e 1: el modulo elastico de la membrana eritrocitaria, representa la elasticidad de
la membrana que esta relacionada fundamentalmente con la estructura del cito-

esqueleto.

e 1: la viscosidad superficial de la membrana de los eritrocitos, que representa una

medida de la fluidez de la membrana y esté relacionada con la bicapa lipidica.

A medida que aumenta el nivel de glucosa en el medio de incubacion, se observo

como el pardmetro p disminuye hasta que se alcanza una concentracion de 1 g%.
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Los pardmetros ID y 1 no evidenciaron variaciones significativas con respecto a la
muestra de control como se muestra en la Tabla 4.6. Estos experimentos indican que la
glicosilacion no enzimatica influye principalmente en la elasticidad de la membrana, asi
como también en la capacidad estructural del citoesqueleto de la célula. Relacionando
de esta manera estados de mayor agregacion de GR, con eritrocitos mas elasticos y

mas facilmente deformables.

Tabla 4.6: Parametros viscoelasticos de GR glicados, Las mediciones se realizaron por quintupli-
cado y se presentan como media + SD.

Glucosa ID u n
(g/dL) (1075 N/m)  (10~7 Ns/m)

0 0,64 £0,04 7,81 £0,02 2,1+0,6
0,1 0,72+ 0,05 7,77 £0,02* 1,8 0,6
0,2 0,67 £ 0,03 7,57 £ 0,02* 1,8 £0,6
0,5 0,58 £0,06 7,40+£0,02* 26+0,6

1 0,64 £ 0,07 7,40 £ 0,02** 1,6 £0,6

2 0,68 £0,05 7,48+0,02* 2,1+0,6

*p <0,05; ** p <0,001.

4.6 Agregoémetro de chip optico portatil

Las experiencias realizadas utilizando la técnica de transmision de luz, permitieron
la construccién de un prototipo de instrumental biomédico basado en los desarrollos
experimentales. El agregéometro de chip optico portatil permite evaluar de manera
sistemaética la cinética de agregacion eritrocitaria mediante los parametros previamente
definidos que se calculan con software especifico.

El dispositivo puede funcionar independientemente, debido a su pantalla téactil (7
pulgadas de diagonal) y software propio, y también en conexiéon con una PC para
mayor flexibilidad y visualizacién en los analisis. De ambas formas, la funcionalidad

es idéntica. Ademaés, el elemento portante de la muestra (chip 6ptico) es descartable
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permitiendo una sencilla operacion y requiriendo una minima capacitacion para el uso
del aparato. El prototipo es de dimensiones pequenas (aproximadamente 20x20x20 cm),
portatil y operable en cualquier mesada de trabajo de laboratorio, como se ve en la
Figura 4.16.

En este prototipo se realizan mediciones de aproximadamente 5 min de duracién,
y en su diseno se incorporaron todas las caracteristicas mejoradas expuestas en este
Capitulo referentes a la técnica de transmision de luz. Para una primera validacion, se
realizaron pruebas con muestras de GR de dadores sanos y se calcularon los pardmetros
de agregacion de manera manual y por el software especifico del aparato. Los resulta-
dos se muestran en la Tabla 4.7, donde puede notarse que los parametros presentan
concordancia entre ambos métodos de céalculo. En la Figura 4.17 puede verse la interfaz
de usuario disenada para la pantalla tactil.

Las caracteristicas mencionadas le confieren el potencial de devenir en un producto
comercial, previa su protecciéon intelectual, una vez definida su configuraciéon final y
superando la etapa de prototipo. La ejecuciéon de este proyecto se dio en un ambito
de fuerte contenido multidisciplinario estrechando colaboraciones entre participantes
de la FCByF y la FCEIA de la UNR (“Desarrollo de un prototipo de agregémetro
eritrocitario de chip 6ptico portatil para aplicaciones biomédicas” en el marco de la 4°
Convocatoria de Proyectos de Vinculacion Tecnologica y Desarrollo Productivo "Vin-

culacion Inclusiva” de UNR 2017).



Capitulo 4. Técnica de transmision de luz

Figura 4.16: Fotografias del prototipo de agregdmetro de chip 6ptico portatil.

Tabla 4.7: Parametros de agregacion de GR calculados por software propio y genérico.

Software propio

Calculo manual por
software genérico

indice /

Muestra t/2 (s) Al Incerteza | t; /5 (s) Al Incerteza
ci 29 0,80 2,61% 29 0,80 2,00 %
c2 24 0,83 1,19% 25 0,82 2,00 %
c3 36 0,82 1,27 % 35 0,82 2,00 %
c4 31 0,84 0,93 % 31 0,84 2,00 %
c5 32 0,85 0,59 % 32 0,83 2,00 %

Promedio 30+4 0,83+0,02 30+4 0,83+0,02

81



Capitulo 4. Técnica de transmision de luz 82

Figura 4.17: Interfaz grafica del software para operar el agregdmetro de chip 6ptico, donde se
muestra el resultado de una medicién.

4.7 Discusion

En las secciones anteriores se presentaron experimentos basados en la técnica de
transmision de luz y se calcularon los parametros de agregacion eritrocitaria para mues-
tras de sangre de dadores sanos y alterada in vitro. Se desarrollaron protocolos de tra-
bajo y se definieron directivas experimentales que llevaron al desarrollo particular de
un método de estudio de la agregacion eritrocitaria por técnicas 6pticas. En particular,
se diferenciaron dos situaciones: la alteracién de las caracteristicas del globulo rojo,
mediante la utilizacion de tripsina, parasitos, agentes anestésicos y glucosa; y la alte-
racion del medio en el cual se desarrolla la agregacion, disminuyendo la concentracion
de proteinas plasmaéticas por dilucién del plasma con SFA.

En este sentido, pueden compararse los procesos registrados y ver su comportamien-
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to respecto a una muestra control, como por ejemplo en la Figura 4.18. La disminucion
de la carga superficial, aumenta la tendencia de formar agregados globulares, y permi-
te un incremento mas acelerado en la transmision de luz, presentando una curva por
encima del control. La dilucién del plasma en SFA por otro lado, tiene un efecto de
retardo en la agregacion, lo que da lugar a curvas menos pronunciadas y de crecimien-
tos iniciales menores. Bajas concentraciones de proteinas plasmaticas, dan lugar a una

prevalencia del fenémeno de sedimentacién debido a una disminucién de la agregacion.
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Figura 4.18: Silectograma de ensayos con tripsina, SFA y control.

Se han podido obtener descripciones de los estados particulares de adhesion de
GR. La modelizacion in vitro de caracteristicas relacionadas con la hipertension y
la diabetes fueron cuantificadas por medio de indices de agregacion definidos. Los
resultados indican que el parametro t;/; se ve influenciado por estos efectos, ademés
del AT que resulta mayor respecto a los controles.

De acuerdo a lo estudiado, la accién de agentes anestésicos en la agregacion eri-
trocitaria, particularmente Propofol, Remifentanilo y Bromuro de Vecuronio, no es
fuertemente evidenciada por este método de estudio. Sin embargo, los parametros de
agregacion mostraron pequenas variaciones particularmente t/, en el caso del Bromuro

de Vecuronio.
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La incubacién de GR con LRN de Trichinella spiralis alter6 significativamente el
proceso de agregacion. Los resultados de este estudio aportaron informaciéon util de
aplicacion clinica en la triquinosis [Ponce de Leon et al., 2017; Ponce de Leon et al.,
2020]. El contacto de las LRN con los GR produce alteraciones en la carga eléctrica
superficial de las células y modifica la dindmica de agregacion eritrocitaria.

Los primeros experimentos con el agregémetro de chip 6ptico portatil, tuvieron
como objetivo la obtencién de los rangos de variacion de los parametros asociados a
muestras de sangre de dadores sanos. De esta forma, en un futuro se podra presentar los
resultados con el agregémetro de manera similar a un examen bioquimico tradicional,

donde se da el valor obtenido y el rango recomendado.



5. Técnica de Biospeckle

5.1 Introduccion

Mediante el uso de algoritmos computacionales es posible obtener informaciéon de la
cinética de agregacion de globulos rojos, morfologia de los agregados y otros pardmetros
de interés a partir del anélisis de distribuciones de biospeckle. El desarrollo de esta
técnica tiene como meta la implementacion de tecnologias de diagnoéstico no invasivas

referentes al estudio de la sangre y sus componentes.

5.2 Ensayos preliminares

Preliminarmente se estudio6 la velocidad de muestreo para la aplicacion de la técnica
de BSL en canales con distintas geometrias. Se vari6 la velocidad de flujo de la sangre
entre 0 y 10 mL/h y se registraron secuencias de 1000 imagenes de speckle a 6, 15
y 20 imégenes por segundo (fps). Cada secuencia de imégenes registrada se analizo
mediante los siguientes métodos de procesamiento de imagenes: FUJII y Diferencias
Generalizadas Ponderadas (WDG). De esta manera se determiné la factibilidad de
utilizar muestreos de baja velocidad para los experimentos y la velocidad de flujo
limite para cada canal, la cual pudo ser contrastada con otros experimentos en similares

condiciones experimentales [Yeom y Lee, 2015].
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5.2.1 Método

En los experimentos realizados, cuando se capturan sucesivas imagenes de speckle,
los valores de intensidad cambian de una imagen (cuadro o frame) a la siguiente, asi se
puede generar una matriz 3D que agrupe las N imégenes consecutivas. Sobre dicha ma-
triz es posible aplicar varios métodos graficos para procesar la informacion recopilada,
como asi también generar un video de la evolucién temporal del experimento. Se utilizo
el método de FUJII propuesto originalmente para la mediciéon del flujo sanguineo por
Fujii et al. en 1985 [Fujii et al., 1985|. Paralelamente, se utilizé el método WDG ya que
que el fenébmeno observado es rapido, y son necesarios pocos frames para detectar va-
riaciones de intensidad, que se representan mejor cuando las diferencias generalizadas
se limitan a frames cercanos [Rabal y Braga, 2009].

Para la realizacion de los experimentos se iluminaron con luz coherente (laser He-
Ne, A= 632,8 nm, 75 mW) diferentes canales, rectangular, “Y” y tubular (Figura 5.1)
conectados a una bomba de infusion de caudal controlado a jeringa (Cole Parmer
780100C) que inyectaba los GR suspendidos al 40 % en plasma autologo. Para guiar
el camino optico se utilizoé un espejo (E) y una lente expansora (LE) seguido por un
pinhole (PH) para una iluminacién méas homogénea, como se muestra en la Figura 5.2.
Las iméagenes de BSL fueron capturadas por una video camara (Dalsa modelo CA-DG,
256 x 256 pixels, 10 pm por pixel), utilizando un software desarrollado previamente en el
laboratorio. Las imagenes de BSL capturadas conforman una matriz 3D de intensidades
de 256x256x1000 elementos (filas por columnas por frames).

La técnica FUJII utiliza dicha matriz de intensidades como datos de entrada, y

opera elemento a elemento recorriendo la tercera dimension, a través de la ecuacion:

N—-1 |I [ |
FUJII = Ll 51
kz:; I+ I (5:1)

donde N es la cantidad total de imagenes de la secuencia analizada e I corresponde a
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la k-ésima imagen de dicha secuencia.

Se obtuvo una matriz 2D que contiene informaciéon de la variaciéon temporal de
intensidad de cada pixel. Con este resultado, en el interior de los canales se realizd un

histograma para los diferentes caudales empleados.

b c
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Figura 5.1: Canales utilizados: rectangular (a), “Y” (b) y tubular (c).
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Figura 5.2: Esquema del sistema experimental. La intensidad de luz inicial se controlé con un filtro
dimmer. Lente expansora (LE), pinhole (PH), espejo (E), lente colectora (LC).

El coeficiente WGD esta definido por la ecuacion:
N—m m
WGD = Z Z’]k—]k+l| ur (52)
k=1 I=1
donde p; asume el valor 1 dentro del subconjunto de m imégenes de interés y 0 en otra

region.
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5.2.2 Resultados

Los caudales mayores a 3 mL/h resultaron en imagenes con predominancia del
efecto de blurring o difuminado en todos los casos. En la Figura 5.3 se puede ver
un ejemplo de la distribuciéon grafica del valor del coeficiente FUJII y WDG para el
muestreo de 6 fps. Las zonas de color naranja o rojo corresponden a valores mayores
de los coeficientes y, por lo tanto, a variaciones més bruscas en la intensidad de los
pixels respecto a sus vecinos. Este comportamiento registrado es consecuencia directa
de la variacion temporal del patron de speckle, producto del movimiento del fluido y
los elementos dispersores.

En este sistema en particular, el coeficiente WDG@G, no evidencia una sensibilidad
marcada frente a las perturbaciones debido a la velocidad de flujo del medio dispersor.
Por otro lado, el coeficiente FUJII permite visualizar zonas de mayor flujo, dependiendo
de la velocidad de muestreo.

Se observa que a partir de 0,2 ml/h, 1 ml/h y 0,9 ml/h, para el canal rectangu-
lar, “Y”” y tubular respectivamente, se producen pérdidas de sensibilidad de la técnica,
obteniendo coeficientes menores para las velocidades mayores, tal como se muestra me-
diante la escala de colores en la Figura 5.3. Los histogramas del coeficiente FUJII para
20 fps presentados en la Figura 5.4, evidencian también la pérdida de sensibilidad, dado
que muestran un retroceso del maximo central hacia valores menores del coeficiente a
partir de dichos caudales.

Estos experimentos preliminares permitieron validar el muestreo entre 6 y 20 fps
para flujos y turbulencias minimas, como las producidas luego de la interrupcion de
tensiones de corte debidas al proceso de desagregacion de GR. En consecuencia, se fijo
para los experimentos siguientes 8 fps lo que corresponde a un registro de 1600 a 2000

imagenes de BSL con una duraciéon de la medicion de 200 a 250 s.
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Figura 5.3: Distribuciones graficas de FUJIl y WDG para canales rectangular, “Y” y tubular (6 fps).
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Figura 5.4: Histograma del coeficiente FUJII para 20 fps para los distintos canales, rectangular (a),
“Y” (b), tubular (c).

5.3 Dinamica de GR en un tubo capilar

En esta seccion se presentan los estudios de la dindmica de interaccion de GR me-
diante BSL subjetivo en un tubo capilar, variando el hematocrito de la muestra. Como
se mencion6 anteriormente, la muestra iluminada dispersa la luz en todas direcciones y,
tratandose de un medio semitransparente, es posible investigar desde distintos puntos
de vista el comportamiento del elemento dispersor.

Se utilizaron muestras de sangre de 5 donantes sanos para preparar suspensiones
de GR como se explico en el Apéndice A. Los hematocritos a estudiar se establecieron
entre 25 % y 50 %, con intervalos de 5 %. Paralelamente, se verifico la integridad de las

células por microscopia de campo claro.

5.3.1 Sistema experimental

La Figura 5.5 muestra el sistema experimental empleado. Se utiliz6é un laser He-Ne
(A=632,8 nm, 60 mW, Melles Griot) para iluminar la muestra de sangre. La intensidad
del haz era ajustada por un filtro dimmer, mediante una lente expansora de 10x (LE).
Se controlo el area de iluminacion y un pinhole (PH) fue utilizado para homogeneizar la

iluminaciéon de la muestra. Se utilizaron dos lentes de magnificacién 4x para recolectar
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la luz dispersada hacia adelante (LCF) y en la direccion vertical (LCS). Después de
las lentes se posicionaron dos diafragmas para controlar el tamano de grano en la

distribucion de speckle subjetivo.
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dimmer ' Muestra de sangre

. Descarte e Infusién |
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Vista frontal

Figura 5.5: Representacion esquematica de la configuracion experimental vista desde el lateral, y
una vista frontal del tubo capilar que contiene la muestra de sangre. Lente expansora (LE), pinhole
(PH), espejo (E), lentes colectoras (LCS) y (LCF).

La muestra fue ubicada en el camino 6ptico de ambas lentes, ligeramente fuera de
foco. Se debe notar que no se busca la reconstruccion de la imagen de la muestra, sino
captar las interferencias constructivas y destructivas que resultan de la dispersion de
la luz. Los espejos E1, E2, y E3 permitieron la observacion del haz dispersado en la
direccion vertical que produce la imagen de side scattering (SSC). Removiendo E3 se
obtenia la imagen de forward scattering (FSC). Los datos fueron registrados por una
video camara (Dalsa modelo CA-D6, 256x256 pixeles, 10 pm, por pixel) controlada
externamente por un frame grabber (Coreco Imaging PIC-DIG) y una CPU. Los experi-

mentos fueron llevados a cabo a temperatura ambiente controlada de 24°C y el sistema
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fue montado en una mesa 6ptica Melles Griot para evitar interferencias vibracionales.

5.3.2 Adquisicion de datos y analisis

Una vez encendido, el laser se dejé 10 minutos para la estabilizacion del haz y el
software se inici6 fijando un muestreo de 8 fps. Un tubo capilar de didmetro interno de
(0,8 £ 0,1) mm se llen6 con aproximadamente 30 uL de sangre y se fijo en posicion con
mangueras con jeringas en ambos extremos. Luego de posicionar la muestra, los GR
fueron desagregados por agitacion hacia atras y adelante, como se propone en el método
desarrollado por Baskurt [Baskurt et al., 2011]. Finalmente, la muestra se dejo en reposo
y se registraron 1600 imagenes de BSL durante 200 s. Quitando o reposicionando el
espejo E3, se tomaron lotes de imagenes correspondientes a FSC-BSL y SSC-BSL.

Los datos fueron analizados utilizando un software propio mediante el siguiente
procedimiento: Inicialmente, se cre6 una matriz 3D del mapa de intensidades de cada
pixel para cada frame. A los datos registrados se aplico un filtro de espejo en cuadratura
basado en la transformada wavelet discreta (DWT) [Agrawal y Sahu, 2013; Vetterli
y Herley, 1992|, para mejorar la identificacion de la informacion correspondiente al
comportamiento dindmico de los GR. La Figura 5.6 muestra el esquema de tratamiento
de la senal para este filtrado. De esta manera, se utiliz6 un nimero reducido de muestras
(coeficientes) para representar la informacion de una banda de frecuencia especifica de
la senal original. Es importante notar que estos coeficientes no tienen una relacion
inmediata con la senal original, de modo que para reconstruir los datos, es necesario
hacer la transformada wavelet discreta inversa (IDWT).

Mediante la descomposicion, las frecuencias bajas y las frecuencias altas se sepa-
raron con un corte en 1/4 de la frecuencia de muestreo. Posteriormente, se realizo el
proceso inverso pero obviando los coeficientes bajos y los coeficientes altos para ca-
da reconstruccion. El resultado final consistié en dos matrices 3D que contienen la

informacion de 0 a f/4 Hz y f/4 a f/2 Hz respectivamente, siendo f la frecuencia de
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muestreo.

Analisis QMIF Sintesis QMF

DATO

Figura 5.6: Esquema de descomposicion de frecuencias y reconstruccién de los datos por transfor-
mada wavelet. DATO 0 y DATO 1 pueden modularse mediante una constante y controlar la propor-
cion de las frecuencias en la reconstruccion final.

5.3.3 Parametros de BSL: Coeficiente de Correlaciéon y Momento de

Inercia

Para estudiar la dinamica de la distribuciéon de BSL se utilizaron dos parametros
basados en el calculo numérico, el Coeficiente de Correlacion (CC) y el Momento de
Inercia (IM).

El Coeficiente de Correlacion CC/(k) entre la primer imagen y las siguientes se define

como |Federico et al., 2006]:

) (O)I(K)) — {O))(I(k)
CCW) = TR0) — (TR — TR

donde k es el namero de frame y asume los valores 0, 1, ..., (K — 1), siendo K el nimero

(5.3)

total de iméagenes de la secuencia registrada durante el experimento. I(k) es el mapa
de intensidad de los pixels (matriz compuesta por los niveles de gris de cada pixel
correspondientes al frame k) y () denota el operador valor medio, i. e. el promedio
matemaético de los elementos de matriz.

Este coeficiente proporciona una comparacion cuantitativa de la similitud de cada

patron de biospeckle (k) de la serie temporal, con respecto al primero 1(0) elegido
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como estado de referencia. Ademas, la grafica de C'C(k) en funcion del namero de frame
k proporciona una medicién cualitativa de la dindmica del proceso bajo analisis. Este
indice esta relacionado con el movimiento de los GR dentro del tubo capilar.

El calculo del Momento de Inercia requiere la construccion previa del “Time History
Speckle Pattern” (THSP) [Oulamara et al., 1989] y seguidamente la Matriz de Co-
ocurrencia (COM) [Arizaga et al., 1999|. E1 THSP almacena la evolucion temporal de
la intensidad de pixels. Graficamente, el THSP se representa como una imagen donde
la coordenada vertical corresponde a cada pixel y la horizontal a cada frame de la
coleccion, el valor de intensidad del punto de coordenadas (a,b) es el valor del pixel a
en el frame b como se observa en la Figura 5.7. Frecuentemente, a simple vista el THSP
permite apreciar evoluciones temporales de mayor o menor actividad, en funcion de la
continuidad de las lineas horizontales en su expresion grafica. La formacion de éstas
lineas indica la permanencia de un pixel en cierto valor de intensidad a lo largo del
tiempo. Una practica comtn para la seleccion de los pixels para el THSP es la adopcion
de una columna de la matriz de la distribucion temporal de BSL. En este trabajo, sin
embargo, se utilizdé una selecciéon al azar para un mejor enfoque, en consonancia con
la distribucién estadistica de la muestra. En particular, los puntos analizados fueron
seleccionados aleatoriamente, basdndose en una distribucion gaussiana en 2 dimensiones
alrededor del pixel central de las imagenes de la matriz de BSL, como se ve en la Figura
5.8. Esta seleccion se realiza para cada coleccion de imagenes.

La COM evalua la dispersion de pixels consecutivos en el THSP, representando un
histograma de transicion de intensidades. El elemento de matriz COM (i, j) es el nimero
de ocurrencias de un cierto valor de intensidad ¢ que es seguido inmediatamente por
un valor de intensidad j. Los puntos se distribuyen a lo largo de la diagonal principal
de la matriz, como se ve en la Figura 5.9, indicando la actividad de la muestra. Esta
actividad, se atribuiria al movimiento Browniano de las células aisladas, a la formacion

de agregados y al proceso de sedimentacién. De manera visual, cuanto mayor es la
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actividad, mayor es la dispersion alrededor de la diagonal principal.

Figura 5.7: Ejemplo del Time History Speckle Pattern (THSP) construido a partir de los pixels de
una linea vertical. Cada fila representa la evolucién temporal de la intensidad del pixel correspon-
diente.

Figura 5.8: Distribucion gaussiana para 256 pixels (circulos blancos) elegidos aleatoriamente alre-
dedor del centro de la imagen, utilizados para construir el THSP.

La distribucion alrededor de la diagonal principal se puede cuantificar por el IM,

que se define como:

COM((i,j) 19
IM = ZZ ol =P (5.4)
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donde i y j son las coordenadas de la matriz COM, y Norm es la normalizacion de la

COM |Cardoso y Braga, 2014].

Figura 5.9: Matriz de Co-ocurrencia (COM) calculada a partir del THSP con seleccién de distribu-
cibén gaussiana.

5.3.4 Resultados

Las interacciones de GR se estudiaron mediante anélisis de BSL en muestras con
diferentes hematocritos. Se observaron variaciones de los parametros y se evalud su

sensibilidad obteniendo los siguientes resultados.

Coeficiente de Correlacion

Las determinaciones se centraron en las imégenes obtenidas por FSC-BSL ya que
los datos de SSC-BSL mostraron pérdida de correlaciéon en los primeros 0,5 s para
todas las muestras, con el CC alcanzando rapidamente un valor minimo. Para estudiar
la evolucion del proceso de interaccion eritrocitaria en diferentes instantes de tiempo,
se calcul6 el CC fijando el primer frame de referencia luego de 60 s, 120 s y 180 s.
Se observo una rapida pérdida de correlacion para la banda de altas frecuencias, sin

distincién entre el hematocrito de la muestra o el frame inicial considerado para el
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calculo del CC, como se ve en la Figura 5.10.
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Figura 5.10: CC para datos de FSC-BSL luego del filtrado DWT pasa alto. (a) a (f) corresponden
a hematocritos de 25 % a 50 % respectivamente. Se produce una rapida decorrelacién para cada
muestra para cada tiempo inicial.

Por otro lado, el CC mostré variaciones en el tiempo para la banda de bajas frecuen-
cias, lo que implica distinta decorrelacion del patron de BSL (Figura 5.11). Ademaés, se
observa que existen diferencias de acuerdo al hematocrito de la muestra. Es pertinente
aclarar que para todos los casos, sean senales de SSC-BSL o FSC-BSL, los CC alcanzan
rapidamente un minimo cuando se utiliza el primer frame de la coleccién como refe-
rencia, esto se atribuye a la turbulencia residual de la muestra en el instante en que se
interrumpe la desagregacion. Ademas, también debe considerarse el hecho de que los
GR poseen un periodo de relajacion para recuperar su forma de discocito.

Considerando la evoluciéon del CC como una funcién exponencial, es posible lineali-
zar la dependencia del CC aplicando el logaritmo natural. El logaritmo natural del CC

se ajusto linealmente, como se ve en la Figura 5.12 (a), y la pendiente obtenida se de-
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Figura 5.11: CC para datos de FSC-BSL luego del filtrado DWT pasa bajo. (a) a (f) corresponden a
hematocritos de 25 % a 50 % respectivamente.

fini6 como el Indice de Correlacion (CI). El coeficiente de determinacion R? para cada
ajuste lineal, asumi6 valores entre 0,95 y 0,99. La Figura 5.12 (b) muestra los valores
medios de CI para los experimentos de FSC-BSL en la banda de frecuencias bajas. Se

observa que CI se estabiliza a partir del 40 % de hematocrito aproximadamente en -2.

Momento de Inercia

El IM se calcul6 para distintas cantidades de pixels aleatoriamente seleccionados,
como se explico en la seccidon 5.3.3, iniciando con 500 hasta 10000 pixels, con pasos
de a 500. El tiempo de cémputo de cada secuencia por hematocrito por muestra, fue
menor a 2 minutos y los calculos de realizaron sobre la senal original. Los valores de IM
obtenidos de iteraciones mayores a 4000 puntos de andlisis no mostraron variaciones
significativas para todos los hematocritos analizados. Consecuentemente, esta cantidad

de puntos se estableci6 como 6ptimo para futuros céalculos de esta indole, ahorrando
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Figura 5.12: Logaritmo natural del CC y ajuste lineal correspondientes a un hematocrito del 50 %
(a), donde el grafico incrustado muestra el Cl para cada tiempo inicial. indices de Correlacién calcu-
lados para FSC-BSL correspondientes a diferentes hematocritos (b). Los valores de CI correspon-
den al promedio obtenido a partir de 5 muestras para cada hematocrito.

capacidad de computo. La Figura 5.13 (a) muestra la gréafica de IM versus el nimero
de pixels analizados para el caso particular de 35 % de hematocrito. Puede notarse que,
luego de 4000 pixels, analizados el IM tiende a su valor medio.

A medida que aumenta el hematocrito, la intensidad de la luz disminuye debido a
un mayor nimero de células presentes en la muestra. Para solucionar este problema, se
ajusto la intensidad de la luz a fin de lograr las mejores condiciones de contraste con
respecto a la compatibilidad entre la cAmara y el fenémeno observado. La Figura 5.13
(b) muestra la variacion en el tiempo de la intensidad de luz media en el tiempo para
cuatro hematocritos diferentes. La intensidad de luz media es aproximadamente la
misma para cada experimento y se mantiene constante a lo largo de cada mediciéon. La
Figura 5.13 (¢) y (d) muestra la dependencia del IM con respecto al hematocrito en
cada experimento. En el caso de FSC-BSL, los valores de IM son mas bajos para un
mayor numero de células, pero la tendencia se revierte para SSC-BSL. Los valores de IM

reportados corresponden a la media obtenida de cinco muestras para cada hematocrito.
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Figura 5.13: Valores de IM obtenidos con varias iteraciones de distribuciones gaussianas aleatorias
de puntos, para una muestra de hematocrito 35 % (a). Intensidad de luz media durante la medicién
y para diferentes hematocritos (b). IM para muestras de distintos hematocritos con SSC-BSL (c) y
con FSC-BSL (d).

5.3.5 Discusion

Esta técnica se basa en registrar la luz dispersada aleatoriamente por una mues-
tra. Por lo tanto, no existe ninguna referencia geométrica asociada al patron de BSL
observado. La informacion registrada es el resultado de la contribucién de todas las
particulas que constituyen el volumen analizado.

Los granos de BSL son consecuencia de la interferencia constructiva y destructiva de
la luz dispersa, por lo que no hay visualizacion directa de los GR. En consecuencia, esta
técnica no distingue inhomogeneidades en la densidad de particulas relacionadas con
aspectos geométricos dentro del capilar. Ademas, las eventuales fluctuaciones locales

del hematocrito dentro del tubo quedarian enmascaradas por el comportamiento global
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de la muestra de sangre.

Los resultados para los datos correspondientes a la banda de alta frecuencia mostra-
ron el mismo comportamiento independientemente de la muestra de sangre analizada.
El medio de suspension, i.e., el plasma, es el elemento que permanece invariable en cada
prueba. Por otro lado, la evolucion CC calculada a partir del filtrado WDT pasa bajo
muestra variaciones con el hematocrito, lo que implica diferencias en la dinamica de las
células. Estos resultados sugieren que los datos del ancho de banda de alta frecuencia
contienen principalmente informacion sobre las fluctuaciones del medio de suspension,
como se propone de manera similar en |[Braga et al., 2007, 2009].

A pesar de que las condiciones iniciales y de adquisicién fueron las mismas para
cada experimento, el CC calculado a partir de SSC-BSL cae rapidamente a cero, no
siendo asi en el caso de FSC-BSL. En consecuencia, las fluctuaciones plasmaéticas y la
interaccion de los GR podrian tener una mayor influencia en SSC-BSL.

Se observo que los valores de IM siguen una tendencia inversa para los datos reco-
pilados de cada configuracion experimental. Los valores de IM obtenidos por SSC-BSL
aumentan a medida que aumenta el hematocrito, pero los obtenidos por FSC-BSL dis-
minuyen. Es importante tener en cuenta que las consecuencias de la interaccion de GR
y las proteinas del plasma, por ejemplo en la formacion de agregados, tienen ademas
una marcada influencia en el proceso de sedimentacion de los dispersores. A través de
los experimentos, se observa la dindmica de sedimentacion desde diferentes puntos de
vista, lo que posiblemente influya en el resultado final de los valores de IM. Por ejem-
plo, esto puede producir la tendencia inversa antes mencionada, anadiendo el hecho de
que la cantidad de GR modifica la actividad presente en la muestra.

Las variaciones de la IM con respecto a la concentracion de GR en plasma alienta el
uso de este indice como un identificador de hematocrito. Para cada prueba, la intensidad
de la luz se ajustoé para tener la mejor calidad de imagen de BSL y por lo tanto,

la intensidad media no estd determinada por las caracteristicas especificas de cada
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muestra. Este hecho permitiria utilizar las curvas de IM versus hematocrito sin el
requisito de una calibracion inicial, mientras se preserva la calidad de imagen de BSL,
siempre que se conserve la configuracion experimental.

La simplicidad de la disposicion experimental junto con el requerimiento de compo-
nentes de costo moderado y su potencial caracteristica no invasiva, hacen que el método
de BSL se destaque entre las técnicas basadas en luz coherente. Estas caracteristicas
lo hacen adecuado para evaluar la dindmica de los eritrocitos para mejorar el diagnos-
tico y seguimiento de las patologias vasculares, en particular debido a la naturaleza
estadistica y la dependencia temporal de los resultados. Los objetivos a corto plazo
se relacionan con la evaluacion de descriptores adicionales de BSL para obtener tanta
informacion como sea posible de una medicion, esto reside principalmente en la calidad

de imagen BSL lograda.

5.4 Estudio de la agregacion de GR

En esta etapa se trabajo con BSL objetivo. En consecuencia, el sistema experi-
mental fue diferente y el enfoque se centré en posibles variaciones en el tamano de
grano de la distribucién de BSL. Con este fin, se propuso otro parametro basado en la
autocovarianza de la colecciéon de imagenes.

Para controlar el grado de agregacion eritrocitaria presente en la muestra de sangre
se utilizo dextran. Como se ha mencionado, este polisacarido altera la adhesion de las
células, dependiendo de su concentracion en el medio de suspension. Se prepararon
suspensiones de GR en PBS y plasma con concentraciones de dextran 500 entre 0,2
y 1,2 g/dL, como se explica en el Apéndice A. Al presentar la muestra de sangre
actividad en el tiempo debida a la agregacion y la dinamica celular, el “area iluminada”
varia de acuerdo a la formacion de estructuras por la adhesion celular. En el caso de

agregacion eritrocitaria aumentada por la formacion de grandes rouleaux o clusters,
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se prevé una disminucion del area iluminada debido a la menor cantidad de células
aisladas y la formacion de “claros” en la muestra, como se muestra en la Figura 5.14.
Recordando la ecuacion 3.6 de la seccion 3.2.2, la reduccion del area iluminada produce

como consecuencia el aumento del tamano de grano de BSL.

(a) (b)

Figura 5.14: Fotografias de agregados de GR en plasma (a) y en medio de suspensién de plasma
con concentracién de dextran 0,8 g/dL (b). Microscopio éptico con lente 40x, hematocrito 2,5 %.

5.4.1 Sistema experimental

En este caso, como portamuestras se utiliz6 el chip 6ptico desarrollado para el
agregémetro de transmision de luz. De esta forma, se realizaron determinaciones con
el agregdémetro paralelamente a los experimentos de BSL, siendo consistentes con la
geometria de la camara de prueba. El dispositivo experimental de BSL objetivo, es-
quematizado en la Figura 5.15, const6 de un laser He-Ne (A=632,8 nm, 60 mW, Melles
Griot) para iluminar la muestra de sangre. La intensidad del haz era ajustada por un
filtro dimmer, se control6 el area de iluminaciéon mediante una lente expansora de 10x
(LE) y se us6 un pinhole (PH) para homogeneizar la fuente de luz. El chip optico se
coloco en el camino del haz entre los espejos E1 y E2. El espejo E2 permitié la observa-
cion del haz dispersado hacia adelante, obteniendo una imagen de FSC-BSL. Los datos
fueron registrados por una video camara (Dalsa modelo CA-D6, 256 x 256 pixels, 10 pum

por pixel) controlada externamente por un frame grabber (Coreco Imaging PC-DIG) y
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una CPU. Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente controlada de 24°C
y el sistema fue montado en una mesa 6ptica Melles Griot para evitar interferencias de
vibraciones mecénicas externas.

Camara

/&

ﬁ —
Muestra de sangre ()
O

O

g -
E1
F.iltl'O PH
dimmer

CPU

Figura 5.15: Representacion esquematica de la configuracién experimental de BSL objetivo, vista
lateral. Lente expansora (LE), pinhole (PH), espejo (E).

5.4.2 Analisis del tamafno de grano de BSL

De manera analoga a lo explicado anteriormente para los experimentos del tubo
capilar, el muestreo fue fijado en 8 fps. Luego de posicionar el chip 6ptico con 15 ulL
de sangre previamente desagregada con micropipeta, se registraron 2000 imégenes de
BSL durante 250 s. Los datos fueron analizados con software propio, se aplico el filtrado
DWT descripto en la seccién 5.3.2 y de manera analoga se calculé el CC.

Para estimar el tamano de grano de BSL se calcul6 la funciéon de autocovarianza
normalizada de la distribuciéon de intensidades registrada en la matriz 3D para cada
frame. Este método utiliza la funciéon de autocorrelacion de la intensidad que propor-
ciona una medida del radio promedio de un grano de speckle [Piederriére et al., 2005].
I(x1,y1) e I(z2,y2) son las intensidades de dos puntos en el frame (z,y), la funcion de

autocorrelacion de la intensidad se define por la siguiente ecuacion:
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Ri(Az, Ay) = (I (z1,90) I (22, 42)) (5.5)

donde Ax = 1 — x9, Ay =y; —y2 y () es el operador valor medio. Si z5 = 0, y» = 0,

r1 = e y; =y se tiene:

Ri(Az, Ay) = R(z,y). (5.6)

La funciéon de autocovarianza normalizada de la intensidad, AC(x,y) se escribe como:

AC[(Z', y) =

Ri(z,y) — (I(z,y))’ (5.7)

(I(x,y)?) = (I(x,y))*

Segiin el teorema de Wiener-Khintchine, la funciéon de autocorrelacion esta dada por la
Transformada Inversa de Fourier (F'T~1) de la Densidad Espectral de Potencia (PSD)

que se expresa Como:

PSD; (vs,v,) = |FT{I(x,y)]I", (5.8)

donde (F'T') es la Transformada de Fourier.

De esta manera, ACy(x,y) calculada a partir de la distribuciéon de BSL resulta:

FT7Y|FT[(z,y)]*] — (I(z,y))?
(I(z,y)2) — (I(z,y))? ’

donde, AC(x,0) y AC(0,y) son los perfiles horizontal y vertical de AC;(x,y) respec-

AC(z,y) = (5.9)

tivamente. Luego, el ancho a la mitad del maximo de la funcion AC se define como
ap y a, para el perfil horizontal y el vertical respectivamente, como se muestra en la
Figura 5.16. Estos parametros brindan informaciéon representativa de las dimensiones
del grano de speckle. Adicionalmente se defini6 S; = a;, X a, como una aproximacion

de la superficie que ocupa el grano en la distribuciéon de BSL.
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Figura 5.16: Reconstruccién 3D de la funcion de autocovarianza para un frame particular de la
coleccion obtenida de BSL de una muestra de sangre (a), perfil horizontal y semi ancho a;, (b),
perfil vertical y semi ancho a, (c).

5.4.3 Resultados

Se observaron variaciones en la superficie que ocupa el tamano de grano segun
distintas caracteristicas en la muestra, corroborando la hipoétesis de la factibilidad de la
utilizacion del BSL objetivo como descriptor del fenémeno de agregacion eritrocitaria.
La Figura 5.17 muestra S, en funcién del tiempo para una muestra de GR suspendidos
en plasma autologo. En esa primera etapa de puesta a punto se trabajé con los datos
sin filtrado WDG sin lente expansora, obteniendo una tendencia creciente enmascarada
bajo oscilaciones de alta frecuencia.

Ademas del tamano de grano, se estudié el comportamiento de los parametros an-
teriormente definidos para BSL subjetivo, el CC y el IM, en este caso frente a variantes

en el medio de suspension.
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Figura 5.17: Evolucién temporal del tamafo de grano para una muestra de sangre de hematocrito
40 %. Mediante el filtrado por Transformada de Fourier Rapida se observa mas claramente una
tendencia al incremento.

GR suspendidos en plasma con dextran

Los GR se suspendieron en soluciones de plasma aut6logo con dextran obteniendo
concentraciones finales de 0,2, 0,4 y 0,8 g/dL. Es importante recordar que en este caso
se cuenta con la presencia de fibrinégeno debido al plasma, y se adiciona el dextran a
este medio. El hematocrito fue fijado en 40 %.

El CC present6 diferentes evoluciones de acuerdo a la concentracion de dextran
presente en la muestra. A medida que la agregacion eritrocitaria es mayor debido al
efecto del polisacarido en la formacion de los enlaces entre GR, el decaimiento del CC
es menos pronunciado, como se muestra en la Figura 5.18 (a), (b), y ().

En linea con lo esperado, el CI no presenta marcadas variaciones dentro de un mis-
mo tipo de muestra para distintos tiempos iniciales de calculo, puesto que se observo
que para BSL subjetivo este parametro se estabiliza a partir de un hematocrito del
40 % cerca del valor -2. Ademés, los valores en este caso oscilan entre -3 y -0,5, incre-

mentéandose a medida que aumenta la concentracion de dextran, como se observa en
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Figura 5.18: CC y Cl para muestras de GR en plasma y con dextran 0,2, 0,4 y 0,8 g/dL.

la Figura 5.18 (d). Por lo tanto, el CI difiere entre tipos de muestra. En cambio, las
pruebas indican que el CC tiene un comportamiento similar para los dos tipos de BSL.

El IM no presenta discrepancias entre las muestras (Figura 5.19 (a)), con lo cual
se infiere un comportamiento similar al FSC-BSL subjetivo. La Figura 5.19 (b) exhibe
mediciones de intensidad de luz transmitida en funcién del tiempo realizadas con el
agregéometro de chip 6ptico. Se observan curvas de crecimiento mas acelerado y con
mayor amplitud para concentraciones de dextran creciente.

Se observaron variaciones en el tamano de grano de BSL a lo largo del tiempo
y entre distintas muestras. La Figura 5.20 (a) muestra el crecimiento del grano para

cada caso, y su variacién porcentual entre el inicio y el final de la medicion (A %). Los
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datos experimentales se ajustaron mediante un relaciéon cibica dando tres coeficientes
de ajuste (B1, B2 y B3), ademas de las intersecciones de los polinomios con los ejes
correspondientes a 0 s 'y 250 s. Los graficos de la Figura 5.20 (b), (c), (d) y (e) exhiben
la variacion de estos parametros respecto a la concentracion de dextréan. Se observan

comportamientos mondtonos, en su mayoria crecientes.
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Figura 5.19: IM (a) y silectogramas (b) para muestras de GR en plasma y con dextran 0,2, 0,4y 0,8
g/dL.

Se observa claramente un salto del valor inicial del tamano de grano, para la con-
centracion de dextran correspondiente a 0,8 g/dL. Sin embargo, su evolucion temporal
es similar a las demas, pero con un crecimiento méas pronunciado a partir de los 200
s. Esto podria deberse a la presencia de aglomerados de células que no fueron disgre-
gados desde el comienzo de la medicién debido al efecto combinado del dextréan y el

fibrin6geno en la formaciéon de los mismos.
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Figura 5.20: Evolucién temporal del tamafo de grano de BSL para muestras con plasma y dextran,
y ajuste por un polinomio de grado 3: IntersecO + Bla + B2z? + B3 x? (a); variacion con la
concentracion de dextran de los coeficientes de ajuste polinomial: IntersecO (b), B1 (c), B2 (d), B3
(e) y el valor del tamafo de grano al final de la medicién (f).

GR suspendidos en PBS con dextran

La suspension de GR en soluciéon sin plasma permitié controlar la totalidad del
proceso de agregacion eritrocitaria. De esta manera, en el medio de suspension sin
dextran se observan células aisladas (Figura 5.21 (a)). A medida que la concentracion
de dextran aumenta se obtienen agregados mas complejos, alcanzando aglomerados de

células tal como se observa en las Figuras 5.21 (b)-(f).
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(d) (e) (f)

Figura 5.21: Fotografias de GR en suspensiones de PBS (a), plasma (b), dextran 0,2 g/dL (c), 0,4
g/dL (d) 0,6 g/dL (e) y 1,2 g/dL (f). Microscopio éptico con lente 40x, hematocrito 1,5 %.

Las evoluciones temporales de los CC calculados, presentaron mayor tiempo de
decaimiento para mayor concentracion de dextran. La Figura 5.22 (a) muestra a modo
de ejemplo los CC correspondientes a las muestras para el tiempo de referencia inicial
de 120 s. Los CI se vieron diferenciados para cada tiempo inicial segtin la concentracion
de dextran, como se observa en la Figura 5.22 (b).

Los experimentos demostraron que el IM es influenciado por el cambio en la dinami-
ca celular debido a una mayor presencia de dextréan en el medio de suspension. De esta
manera, este indice indica la menor actividad acumulada de la intensidad de los pixeles
durante el periodo registrado para 1,2 g/dL de dextran. La Figura 5.23 (a) muestra la
disminuciéon del IM cuanto mayor es la concentracion de dextran. Las pruebas con el
agregémetro de chip 6ptico, indican un comportamiento aproximadamente constante

de la intensidad de luz transmitida para GR en PBS, segtun lo esperado. Las muestras
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con mayor presencia de dextran resultan en silectogramas con amplitudes mayores y

crecimientos iniciales méas rapidos, como se ve en la Figura 5.23 (b).
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Figura 5.22: CC (a) y Cl (b) para muestras de GR en PBS y con dextran 0,2, 0,4y 0,6 y 1,2 g/dL.
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Figura 5.23: IM (a) y silectogramas (b) para muestras de GR en PBS y con dextran 0,2, 0,4, 0,6 y
1,2 g/dL.

Los célculos para el tamano de grano de BSL, evidenciaron comportamientos mas
diferenciados que para las muestras con plasma en el medio de suspensiéon. La Figura
5.24 (a) muestra el crecimiento del grano para cada caso y su variaciéon porcentual

entre el inicio y el final de la medicion (A %). Se observa una marcada tendencia de
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incremento en la variacion de S, a medida que la agregacion eritrocitaria aumenta por
la presencia de dextran. Los datos experimentales se ajustaron mediante un relacion
cibica dando tres coeficientes (B1, B2 y B3), ademas de las intersecciones de los poli-
nomios con los ejes correspondientes a 0 s y 250 s. Los graficos de la Figura 5.24 (b),
(c), (d) y (e) muestran como estos coeficientes evolucionan de acuerdo a la muestra
analizada. Los coeficientes presentan comportamientos monétonos. Se observaron sal-
tos en el tamano inicial del grano de BSL, siendo la intersecciéon a 0 s creciente con la

concentracion de dextran.
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Figura 5.24: Evolucion temporal del tamafo de grano de BSL para muestras con plasma y dextran
y ajuste por un polinomio de grado 3: Intersec0 + Blx + B2z? + B3 x? (a), variacion con la
concentracion de dextran de los coeficientes de ajuste polinomial, IntersecO (b), B1 (c), B2 (d), B3
(e) y el valor del tamafo de grano al final de la medicién (f).
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5.4.4 Discusion

Los experimentos disenados para el estudio de la agregacion eritrocitaria se rea-
lizaron bajo una configuracién de BSL objetivo con filtrado DWT y lente expansora
para maximizar y homogeneizar el drea de iluminaciéon. El analisis de las observacio-
nes realizadas durante los experimentos de BSL, permitirian proponer la diferenciacion
del concepto de drea de iluminacion, i.e. la superficie que ocupa el haz incidente en
la muestra, y el drea iluminada, siendo esta tultima la superficie efectiva sobre la que
la luz incide y es desviada o absorbida dando lugar al patron de BSL. Es importante
recordar que desde el fundamento del speckle objetivo, el tamano de grano de BSL es
inversamente proporcional al &rea iluminada, si las demas variables del experimento
permanecen constantes. En este caso, la muestra de GR es el tinico factor de introduc-
cion de variables, puesto que la expansion del haz es fija a lo largo de toda la medicion.
Entonces, las variaciones del tamano de grano deben asociarse con variaciones del drea
iluminada, que son atribuidas a cambios en la morfologia de los elementos dispersores.
Asi, seria posible formular un censo indirecto de la formacién de estructuras particula-
res, como ser los rouleauz o los clusters, ademas de describir la dinamica temporal de
dicho proceso, puesto que la resoluciéon temporal de esta técnica puede ser superior a
las fracciones del segundo.

Las muestras con plasma mostraron menor susceptibilidad a los efectos del dextran.
Sin embargo, se observaron comportamientos diferenciados a medida que se fomenta
la agregacion eritrocitaria. Los CI mostraron evoluciones similares a las muestras es-
tudiadas mediante BSL subjetivo, acercindose al valor -2 a medida que la muestra
disminuye su actividad por el paso del tiempo y la saturacion en la formacion de es-
tructuras. Por otro lado, el CI para las muestras de GR con PBS y dextran asumio6
un rango de valores mas amplio. Es importante notar que la agregacion eritrocitaria se

estudia también en un espectro mayor, puesto que se cuenta con los casos de células
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aisladas y la formacion de aglomerados.

EL IM resulto casi inalterado por la concentracion de dextran para GR con plasma,
lo cual reforzaria la hipotesis de su dependencia respecto al hematocrito, como ocurre
para FSC-BSL subjetivo. Sin embargo, con el efecto exclusivo del dextran se observa
una marcada disminuciéon de la actividad en la muestra para la concentraciéon 1,2
g/dL, relacionado con una rapida formaciéon de estructuras, menor presencia de células
aisladas y la apariciéon temprana de la sedimentacion.

Se registraron variaciones del tamano de grano de BSL en ambos casos. El indice S,
presenta evoluciones en el tiempo mas diferenciadas para las muestras de GR en PBS
y dextran. La tendencia creciente del S, es similar entre las muestras con plasma, y los
coeficientes de ajuste polinomial obedecen la misma tendencia que en el caso de PBS
con dextran. La agregacion eritrocitaria controlada in vitro desde GR aislados y hasta
la formacion de aglomerados, da como resultado curvas de S, con comportamientos
crecientes mas rapidos a medida que aumenta la concentraciéon de dextran. Esto se
observa en la evolucion de los coeficientes del ajuste polinomial y la variacion porcentual
del tamano de grano. El salto en el valor inicial de S, se reproduce en este caso, pero con
valores distribuidos de manera méas uniforme. Estas diferencias iniciales se atribuyen
a la presencia de estructuras que no han sido disgregadas, y es esperable que sean
més abundantes a medida que aumente el dextran en el medio de suspension. Para
concentraciones de dextran superiores a 1 g/dL, ocurre la formacion de estructuras que
requieren tensiones de corte altas para separarse, o que resulta imposible hacerlo por
su condicion de “cluster”.

El monitoreo del tamafio de grano de BSL contiene informacion tanto de la dinamica
como de la morfologia del elemento dispersor. Seria posible describir estados particula-
res de la agregacion eritrocitaria mediante el parametro S, y objetivamente diferenciar
condiciones patologicas en la sangre. De esta forma, estandarizando el dispositivo de

medicion, regulando variables como la distancia de la muestra al plano imagen y com-
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pactando el arreglo experimental, seria posible el desarrollo de un dispositivo portéatil

para el estudio de la agregacion eritrocitaria basado en BSL.



6. CARS: espectroscopia Raman

anti-Stokes coherente

6.1 Introduccion

Como la miscroscopia CARS es una herramienta reciente, se tiene poca experiencia
en el estudio de sistemas celulares complejos y asi como también de GR. Los lipidos
tienen la capacidad de ensamblarse en una doble capa de moléculas constituyendo
parte de la membrana celular como se ha explicado anteriormente. El enfoque de estos
experimentos fue aplicado al estudio de la dindmica de la membrana de los GR y sus
posibles cambios al interaccionar con moléculas de dextran y durante la formacion de
agregados eritrocitarios. Ademas de la especificidad espectral, la microscopia CARS
presenta otro punto fuerte en las imégenes, vinculado a la propiedad de coherencia
de su haz. Esta coherencia permite diferenciar las senales CARS generadas por las
diversas orientaciones de los enlaces quimicos presentes en la muestra. La senal CARS
es maxima si el enlace quimico esta orientado en la direccion de polarizacion de los
haces pump y Stokes.

Se exploraron los modos vibracionales para todo el espectro disponible buscando
identificar estados resonantes particulares de estructuras, mediante la combinacién de
las frecuencias pump y Stokes, dando como resultado la emision de fotones anti-Stokes

como se esquematiza en la Figura 6.1.
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Se prepararon muestras de GR de donantes sanos en suspensiones de plasma auto-
logo, PBS con albtiimina y concentraciones de dextran 500 a 0,6 y 0,8 g/dL segun el
Apéndice A. Todas las muestras tuvieron una concentracion adecuada para la obten-
cion de imégenes de microscopia (2 % de GR en el volumen de la solucion). Se colocaron
50 pli de las suspensiones de GR en camaras Lab-Tek para su observacion dentro de

las 24 hs de la extraccion.

~ o
= OWWe

Qg

Figura 6.1: Esquema de una molécula iluminada por dos haces incidentes, pump (wp) y Stokes
(ws). Qr = wp — wg Y wag €s la emision anti-Stokes.

6.2 Sistema experimental

Las imagenes se adquirieron con un microscopio confocal Leica TCS SP8 CARS
(Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemania), que consistia en un microscopio in-
vertido equipado con una fuente de luz pulsada ultracorta (picoEmerald, APE, Berlin,
Alemania) que producia los dos haces sincrénicos necesarios para CARS (Figura 6.2).
El haz de Stokes a 1064 nm fue emitido por un laser de ortovanadato de itrio dopado
con neodimio (Nd:YVOQ,), mientras que un oscilador 6ptico paramétrico (OPO) generd
un haz de pump/probe sintonizable a 780-943 nm. El ancho del pulso fue de 5-7 ps con
una frecuencia de repeticion de 80 MHz correspondiente al ancho de la linea Raman
de 2 a 3 cm™!. Los pulsos de las dos fuentes se solaparon temporal y espacialmente en

el plano focal del microscopio como se muestra en la Figura 6.2.
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z

muestra L} X

retraso

[ haz Stokes }

{ haz pump )—

detector E-CARS

Figura 6.2: Esquema de la configuracion de Epi-CARS con haces incidentes de co-propagacion,
pump (wp) y Stokes (wg). wags es la emision anti-Stokes; E, espejo; Obj., lente objetivo; F, filtro; BS,
beam splitter; BC, beam combiner; L, lente.

Se suministraron a los GR hasta 100 mW de potencia promedio entre los haces
pump y Stokes, con una intensidad laser idéntica para cada mediciéon. La longitud de
onda generada por el laser a 817 nm se us6 para la modalidad CARS, simultaneamente
con el haz de Stokes a 1064 nm para excitar el modo vibracional resonante simétrico
de los enlaces de hidrocarburos CH, en los lipidos de la membrana a 2845 cm™! y
el de los enlaces CH3 en aminoéacidos de las proteinas. Del mismo modo, se observo

! con longitudes de onda de pump de 880-940

el rango de nimero de onda 1200 cm™
nm. La senal de CARS se detectd por epi iluminacién utilizando un detector de tubo

fotomultiplicador no descontinuado (Hybrid-PMT).
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6.3 Resultados

6.3.1 Barrido de longitudes de onda pump

La accion del dextran produjo agregados de eritrocitos con diferentes morfologias.
Las estructuras mas largas y complejas se observan cuando el dextran interactia con
la membrana celular como se muestra en la Figura 6.3 (b). Ademaés, dispersando la
muestra en la camara de prueba es posible visualizar los GR aislados en el medio de

suspension con dextran, para estudiar su respuesta individual.

(a) (b)

Figura 6.3: GR suspendidos en PBS con albumina (a) y con dextran a 0,8 g/dL (b).

Se calcul6 el perfil de intensidad a lo largo de las mediciones para establecer las
condiciones de referencia. La Figura 6.4 (a) representa la intensidad media en la region
de células y en el fondo para un barrido de longitud de onda pump entre 794 y 810 nm,
para una muestra de GR en plasma. Se pueden observar situaciones de bajo contraste
debido a que los componentes del plasma producen una alta senal de fondo. Esta es
una de las principales razones por las que se utiliz6 un medio de suspensiéon basado
en PBS con albumina, sustrayendo asi proteinas plasmaticas y otras moléculas que
pueden interferir con la senal proveniente de los GR. El perfil de intensidad también se
estudi6 para eritrocitos aislados, eritrocitos tratados con dextran y agregados de GR
1

mostrando mejores situaciones de contraste, en particular para el rango de 1200 cm™

como se ve en la Figura 6.4 (b).
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Figura 6.4: Perfil de intensidad de GR suspendidos en plasma para una longitudes de onda pump
de 794 a 810 nm (a) y suspendidos en PBS con albimina para longitudes de onda pump de 886 a
940 nm (b).

La Figura 6.5 muestra imagenes de GR para los modos vibracionales de 2845 cm ™!

y 1460 cm™!. Se observan distintos detalles para la misma célula, (Figura 6.5 (a) y

(b)). En la Figura 6.5 (c) se observa un rouleauz de pocos GR formado en soluciéon



Capitulo 6. CARS: espectroscopia Raman anti-Stokes coherente 122

de dextran 0,6 g/dL, que presenta mayor intensidad de sefial en las caras externas
donde los puntos de vinculo en la membrana no estan completamente ocupados, segin
la formulacion de la teoria de bridging. Esto ocurre para modos vibracionales alrededor
del ntimero de onda 2845 cm ™. Los GR asilados en suspension con dextran, presentan
contornos con intensidad diferenciada en el modo asociado a 1660 cm™!, que corres-

ponde al enlace C=0 del compuesto de los acidos carboxilicos.

(c) (d)

Figura 6.5: GR iluminados con una longitud de onda pump de 817 nm (a) y una longitud de onda
pump de 921 nm (b); Rouleaux en solucién de dextran a 0,6 g/dL para una longitud de onda de
pump de 817 nm (c); GR aislados en suspension de dextran para 904 nm de pump (d).
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Para analizar la morfologia celular en diferentes medios de suspension, se calculd
el perfil de intensidad a lo largo de una linea, lo cual puede interpretarse como una
seccion transversal de la célula. En la Figura 6.6 se ve que la forma biconcava tipica de
los GR estéa alterada por el dextran. Esto podria atribuirse a una reorganizacion de las
estructuras de la membrana y por lo tanto, a variaciones de las energias de deformacion

del citoesqueleto del eritrocito.
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Figura 6.6: Perfil de intensidad en una linea a una longitud de onda pump de 817 nm para un
eritrocito suspendido en PBS (a), dextran 0,6 g/dL (b) y dextran 0,8 g/dL (c).
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6.3.2 Analisis FLIM de la senal CARS

Con el objetivo de identificar el tipo de emision colectada durante los experimentos,
se aplico el andlisis de fluorescence lifetime imaging (FLIM). El analisis FLIM es de
comun aplicacion en la microscopia de fluorescencia. La vida media de la fluorescencia
se define como el tiempo que el emisor permanece en el estado excitado antes de
regresar al estado fundamental. El objetivo de este analisis es registrar efectivamente
la presencia del fenémeno de emision coherente.

Se utiliz6 una estacion FLIM con una placa de adquisicién PicoQuant TCSPC ca-
paz de medir el tiempo de vida media de los fotones emitidos en las senales para su
posterior analisis. Tipicamente, un perfil de dispersion Raman anti-Stokes coherente
corresponde a tiempos de emision de alrededor de 0,4 ns. El recuento de fotones indi-
viduales correlacionados en el tiempo (TCSPC) mide el tiempo entre la excitacion de
la muestra y la llegada del foton emitido al detector, en referencia con el pulso laser.
Con la excitacion periddica, es posible extender la recopilacion de datos a través de
multiples ciclos de excitacion y emision. Asi se reconstruye el perfil de emision a partir
de una gran cantidad de eventos tnicos de fotones recolectados durante muchos ciclos.

El perfil de emision de GR control y con dextran 0,8 g/dL se ilustra en la Figura 6.7
(a). Se puede notar un pico fuerte de 0,2-0,3 ns de ancho y decaimiento de fluorescencia
combinado en el proceso. Las Figuras 6.7 (b) y (c¢) muestran la distribucion espacial
de los eventos de distinta duraciéon para los GR aislados en PBS y suspendidos en
PBS con dextran 0,8 g/dL formando rouleauz. Se observan las distribuciones de pixeles
amarillos, verdes y azulados que corresponden, segtin la escala de color, a tiempos de

vida medios inferiores a 0,4 ns, indicando la presencia de la senal anti-Stokes coherente.
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Figura 6.7: Distribuciones FLIM para GR aislados y formando rouleaux debidos a dextran en

concentracién 0,8 g/dL. La longitud de onda pump fue 904 nm correspondiente al nimero de onda

-1

Raman 1660 cm™ (a). Distribucion espacial de los tiempos de emisién para GR aislados (b) y

rouleaux (c).

6.4 Discusion

En este capitulo se estudiaron mediante CARS posibles cambios en la estructura
de la membrana de los GR, en particular los relacionados con la adhesion de las células
y los efectos del dextran. La utilizacién de plasma como medio de suspension produ-
ce imagenes de pobre contraste particularmente en la gama de 2000 cm™!. La sefial
CARS para pump de 817 nm también recibe contribuciones de la hemoglobina que estéa

presente en el interior de los GR, con lo que la informacién en este rango cuenta con
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una adiciéon de una senal de fondo dentro del &rea de interés de la célula. Teniendo
en cuenta que el barrido generador de la imagen es el tradicional de un microscopio
confocal, se observo que la larga exposicion puede danar los GR, particularmente debi-
do a la excitacion del d&tomo de hierro central de la hemoproteina. Esto puede ocurrir
por la inducciéon de un estado de resonancia prolongado o por la incidencia térmica.
Este es un factor a tener en cuenta, si bien no existe foto-blanqueo, la energia térmi-
ca generada por el barrido prolongado del laser es nociva para el espécimen. Durante
los experimentos con potencias menores a 100 mW no se observo dano biolégico y se
encontré total degradacion de la muestra para potencias superiores 1000 mW.

Se observaron puntos de diferente intensidad de senal para distintas longitudes de
onda pump. De manera cualitativa, los experimentos indican que el dextran interac-
tia con la membrana del eritrocito en concordancia con la proposicion del modelo de
bridging. Ademas, la morfologia de las células se ve alterada probablemente por una
reorientacion de las estructuras de proteinas de membrana debido a la adhesion del dex-
tran. El analisis de imagenes en los registros de FLIM permitié obtener una referencia
espacial de la ocurrencia de los eventos asociados a una senal CARS corroborando la

existencia del fenémeno.
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7. Conclusiones

La agregacion eritrocitaria es el factor mas importante que afecta la viscosidad san-
guinea a bajas velocidades de flujo, y refleja un delicado balance entre las fuerzas de
adhesion celular (debidas a la adsorcion de macromoléculas y a la creacion de puentes
entre los eritrocitos) y el efecto de las fuerzas de desagregacion (esfuerzos de corte me-
cénico, repulsion electrostética entre las células, etc.). Esta interaccion célula-célula es
considerada de vital importancia en la microcirculacion, particularmente en el estudio
y diagnoéstico en patologias vasculares.

En esta tesis se investigd el proceso de interaccion entre eritrocitos humanos, sus
principales componentes biologicos y sus variables fisicas, para evaluar y caracterizar
el proceso de agregacion mediante técnicas Opticas. Se utilizaron muestras de sangre
normal y alteradas in vitro a partir de dos enfoques: la modificacion del medio en el cual
se desarrolla la agregacion de GR y la alteracion de las caracteristicas de la membrana
de los GR.

Mediante un anélisis del fenémeno de agregacion de GR y de sus variables (he-
matocrito, carga eléctrica superficial eritrocitaria, contenido de proteinas plasmaticas,
etc.), se desarrollo un dispositivo basado en la transmision de luz que brinda informa-
cion para la evaluacion de alteraciones de la agregacion eritrocitaria. El concepto de
un chip descartable implica la reduccion de costos de mantenimiento, y posibilita un
procedimiento de trabajo sistematico y estandarizado. Se definieron indices sensibles

a factores que se manifiestan en patologias vasculares, afecciones inducidas por para-
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sitos y durante el uso de agentes anestésicos. Los estudios experimentales permitieron
la concrecion de un prototipo de agregometro de chip portatil de bajo costo con una
aplicacion directa en el ambito clinico.

El desarrollo de una técnica basada en biospeckle laser permitio la extension del
analisis a aspectos de la agregacion eritrocitaria no detectados por la técnica de trans-
mision de luz. Se utilizé dextran 500 como un promotor estandarizado de agregacion de
GR y de gran aplicacién en los trabajos relacionados con el tema. Fue posible obtener
dos tipos de imagenes de BSL de una configuraciéon experimental de tipo subjetiva y
mediante otro arreglo, senales de BSL objetivo. Es posible proponer que la informaciéon
de la actividad del medio de suspensién esta contenida en el ancho de banda de alta
frecuencia de los datos obtenidos por FSC-BSL, mediante la aplicacion de filtros DWT
y el posterior anédlisis de los descriptores dindamicos CC e IM. En particular el IM se
propone como un indicador del hematocrito para la configuracion subjetiva. Por otro
lado, el FSC-BSL objetivo contiene informacién adicional sobre el cambio de morfolo-
gia de los elementos dispersores por medio del parametro S,. Los resultados indican
que la técnica de BSL tiene potencial aplicacion para el desarrollo de dispositivos de
analisis hemorreologicos especificos, siendo también posible su extension al anélisis de
motilidad celular y coagulacion. Se espera que estos estudios contribuyan al desarrollo
de técnicas no invasivas basadas en BSL para mejorar el diagnéstico y el tratamiento
de patologias con alteraciones microcirculatorias.

La aplicacion de la técnica de CARS en Fisica Biomédica es muy prometedora y
aun no existe gran variedad de desarrollos en el campo de la dinamica eritrocitaria. La
microscopia CARS es una técnica reciente, basada en un efecto fisico no lineal de la
luz que permite especificidad quimica frente a las microscopias 6pticas convencionales,
sin la degradacion del espécimen. Fue posible estudiar el efecto del dextran en los GR
y de manera cualitativa observar caracteristicas propuestas por el modelo de bridging

para la agregacion eritrocitaria. El proceso de agregacion de globulos rojos no esta
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aun completamente aclarado y la aplicaciéon de nuevas tecnologias basadas en luz y
sin marcaje como CARS, propone enfoques novedosos. Analizar la respuesta de los
globulos rojos a diferentes entornos y caracterizar el fenémeno de adhesion permitira
contribuir al desarrollo de herramientas para el diagnéstico y tratamiento de patologias
vasculares, donde la microcirculaciéon juega un papel fundamental.

Los objetivos planteados en el marco de esta tesis fueron cumplidos, habiendo im-
plementado el desarrollo de técnicas 6pticas al estudio de la interacciéon de componentes
de la sangre mediante la definicién de parametros caracteristicos. Ademaés, al estudiar
este fendmeno mediante las técnicas novedosas BSL y CARS se incursiona en la premisa
del desarrollo de herramientas no invasivas basadas en fuentes de luz. Estas descripcio-
nes posibilitarian la asociacién de los mencionados parametros a patologias vasculares,
(principalmente que implican obstrucciones en la microcirculaciéon), que presentan si-

milares caracteristicas respecto a las condiciones generadas in vitro en este trabajo.
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A. Materiales Biologicos

Los experimentos presentados a lo largo de la tesis, comparten varios aspectos de la
preparacion de muestras que se detallan a continuacion. En todos los ensayos experi-
mentales se utilizaron muestras de sangre humana cumplimentando con las respectivas
normas de Bioseguridad del IFIR (CONICET-UNR). Las experiencias fueron realizadas
para analizar las caracteristicas de la dindmica eritrocitaria, y para ello, los glébulos
rojos fueron separados por centrifugacion y posteriormente alterados por distintos mé-
todos. Ademés, se realizaron ensayos con alteraciones del medio de suspensién para

analizar el efecto de las mismas en la dinamica de la interaccién eritrocitaria.

A.1 Muestras de sangre

Las muestras biolégicas fueron extraidas y procesadas en el Area Quimica Analitica
Clinica de la FCByF (UNR), dirigida por la Dra. Mabel D’Arrigo, integrante del Grupo
de Fisica Biomédica del IFIR. Las muestras se extrajeron, procesaron y almacenaron
de acuerdo con las normas de Bioética y Seguridad establecidas en la FCByF (UNR) y
siguiendo las recomendaciones internacionales para estudios hemorreoldgicos [Baskurt
et al., 2009a).

Se utilizaron muestras de sangre periférica de dadores voluntarios sanos que firma-
ron un consentimiento escrito informado para participar en este trabajo (Apéndice B).

La sangre fue extraida por puncién venosa y anticoagulada con acido etilendiaminote-
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traacético (EDTA). Las muestras fueron conservadas a 4°C hasta su utilizacion dentro

de las 24 horas de extraidas.

A.2 Muestras de glébulos rojos

Los GR se obtuvieron a partir de sangre entera por centrifugacion a 2500 rpm (Pa-
ralwall Model PWL 12T') durante 5 minutos a 25°C. La sangre in vitro se separa en tres
partes después de la sedimentacion debido a diferencias de densidad: plasma, capa leu-
coplaquetaria (contiene plaquetas y globulos blancos) y globulos rojos como se muestra
en la Figura A.1. La fase de plasma se separ6é mediante pipeta automatica de volumen
variable (Boeco; 1000 pL) y fue reservado a 4°C para su posterior utilizacion. Se des-
cartd la capa leucoplaquetaria y el paquete globular fue lavado 3 veces con solucion

fisiologica (SF)!. Los GR lavados fueron almacenados a 4°C hasta su utilizacion.

—
Plasma ]

Capa leucoplaquetaria
(glébulos blancos y plaquetas)

Vel

Glébulos Rojos

&/

Figura A.1: La sedimentacién de sangre in vitro conduce a una separacién entre plasma, contenido
leucoplaquetario y globulos rojos.

A.3 Preparacion general de muestras

Como se mencion6 anteriormente, el hematocrito es el porcentaje del volumen total

de sangre que esta compuesta por globulos rojos. Para las distintas etapas de trabajo se

1La solucién fisiologica es una disolucién acuosa de sustancias compatibles con los organismos
vivos (pH 7,4 - 300 mOsm/L). Esta compuesta de agua y electrolitos (NaCl 0,9 %).



Apéndice A. Materiales Bioldgicos 134

prepararon suspensiones de GR a diferentes hematocritos. Generalmente se estandariza

el uso de un hematocrito del 40 % para replicar las condiciones fisiologicas.

A.4 Tratamiento con tripsina

Para el tratamiento enzimatico de cada muestra de sangre de dadores sanos y la

preparacion del correspondiente control se procedid de la siguiente manera:

1. Someter 3 tubos al tratamiento con soluciones de tripsina de a las siguientes
concentraciones: 1; 2 y 2,5 mg/mL (se utiliza este rango de concentraciones debido
a que no producen la rotura de las células y se logra el efecto deseado sobre la

superficie del eritrocito).

2. Incubar volumenes iguales de solucion de tripsina y coulot de GR durante 20

minutos a 37°C.

3. Reservar el 4° tubo como control sin tratar: volimenes iguales de SF y coulot de

GR.
4. Luego de la incubacion, lavar los GR 3 veces con SF.

5. Resuspender los GR en plasma autologo al 40 % de hematocrito.

A.5 Alteracion del contenido de proteinas plasmaticas

Para la dilucion del plasma y preparacion de cada muestra de sangre:

1. Preparar solucion de albtimina humana (Sigma, A9511-10G Lot# 107K7560V)

con SF a concentracion del 2% o superior.

2. Preparar tubos con concentraciones de plasma,/solucion de albamina al 0 %, 25 %,

50 %, 75 % y 100 %.
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3. Resuspender los GR en las soluciones de plasma al 40 % de hematocrito.

A.6 Agentes anestésicos

1. Preparar tubos con 2 mL de solucion fisiologica (SF) con 2 mL SE (control) o

con el agregado del anestésico junto con la SF (tratado).
2. Incubar en estufa a 37°C durante 30 minutos, con agitaciéon constante.
3. Para Remifentanilo agregar la droga sin diluir a los 15 minutos de incubacion.

4. Lavar las muestras ya incubadas 3 veces con SF centrifugando 5 minutos a 2500

rpm para detener la accion del anestésico.

A.7 Incubacion con parasitos

Este estudio fue realizado en colaboracion con el proyecto de la Dra. Patricia Ponce
de Leon y aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Bioquimicas
y Farmacéuticas, Universidad Nacional de Rosario (Res. N© 1072/2014)

Larvas recién nacidas de Trichinella spiralis (LRN) se obtuvieron de ratones CBi
infectados con T. spiralis, que fueron proporcionados por el centro de investigacion
animal del Instituto de Genética Experimental (Facultad de Ciencias Médicas, Univer-
sidad Nacional de Rosario). CBi es una cepa de raton endogamica generado para ser
utilizado como una poblaciéon base de amplia base genética y como la linea de control
de un experimento de selecciéon artificial de conformaciéon corporal. Entre 6 y 13 dias
después de la infecciéon, se obtuvieron hembras gravidas mediante cirugia del intestino
delgado de ratones. Las hembras se incubaron en 100 nL. de medio RPMI-1640 (Sigma-
Aldrich) suplementado con suero fetal bovino y antibidticos durante 18 horas a 37°C

en una atmosfera de 5% de CO,. Las LRN se separaron posteriormente de las hembras
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adultas y se recogieron en solucién salina. Los concentrados de larvas se prepararon a
las 24 horas, dando como resultado (3000 £ 500) larvas/ml.

El tratamiento consistié en incubar 100 pl. de GR con un volumen igual de con-
centrado de LRN. Los eritrocitos de control se incubaron de la misma manera solo con
solucion salina. Los GR tratados y de control se incubaron durante 2 horas a 37°C. Se
tomaron alicuotas de cada muestra en el instante inicial, 60 y 120 minutos. Luego, los
globulos rojos de cada alicuota se lavaron en SF' y se volvieron a suspender en plasma

autologo.

A.8 Tratamiento con dextran

Se prepar6 un medio de suspension (MS) para reemplazar el plasma aut6logo mez-
clando PBS, EDTA (0,056 %) y albumina (BSA Sigma) a 0,5%. En particular, la
albtimina es necesaria para prevenir el efecto del vidrio sobre los globulos rojos y para
mantener la integridad de las células. Para inducir la formacion de agregados de eri-
trocitos, se utilizo dextran 500 (500 kDa de peso molecular). Se prepard una solucion
principal de dextran al 10 % en PBS y se mezclé con el MS para constituir soluciones
de dextran a 0,2, 04, 0,6, 0,8 y 1,2 g/dL. Posteriormente, se prepararon suspensiones
de glébulos rojos en estos medios de dextran junto con un control sin dextran. Ademas,

se realiz6 una preparaciéon con plasma autologo.



B. Nota modelo de consentimiento

informado del donante

Boletin Informativo

Se lo invita a participar del proyecto de tesis “Estudio y evaluacion de técnicas dpticas
para la caracterizacion y modelizacion de interacciones entre componentes sanguineos.”
ejecutado por el Lic. Martin Toderi bajo la direccién de la Dra. Bibiana Riquelme que se
lleva a cabo en la Facultad de Cs. Exactas, Ingenieria y Agrimensura de la Universidad
Nacional de Rosario y el Instituto de Fisica Rosario (CONICET-UNR). Si usted acepta
participar en este estudio, su muestra de sangre serda empleada en los estudios para
realizar las experiencias pertinentes. El uso de dicha muestra no implica ningin riesgo
ni efecto adverso para usted. En caso de sobrar algo de su muestra de sangre donada,
le garantizamos que no se realizard ningtin otro estudio que el informado mas arriba.
Ademas, todos los datos obtenidos del estudio seran confidencialmente guardados y su

nombre no sera revelado ante persona alguna ajena a la investigacion.

Director del proyecto Lugar y fecha
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Consentimiento Informado

Por la presente, afirmo haber sido debidamente informado sobre los objetivos del
proyecto “Estudio y evaluacion de técnicas opticas para la caracterizacion y modeliza-
cion de interacciones entre componentes sanguineos.” | ejecutado por el Lic. Martin
Toderi bajo la direcciéon de la Dra. Bibiana Riquelme que se lleva a cabo en la Facul-
tad de Cs.Exactas, Ingenieria y Agrimensura (UNR) y el Instituto de Fisica Rosario
(CONICET-UNR).

He podido realizar preguntas sobre dicho proyecto, las cuales fueron respondidas
con claridad.

Por lo tanto, autorizo a que mi muestra de sangre sea utilizada exclusivamente para

dichos objetivos.

Firma y aclaracion del donante:
DNI:
Firma y aclaracion del testigo:

DNI:



C. Detalles experimentales

C.1 Chip 6ptico

Inicialmente, la base del chip era un portaobjeto comin de vidrio de 75x25 mm? y
1 mm de espesor. Por sobre el vidrio se colocd un trozo de cinta doble faz de material
plastico y con espesor de 1,8 mm. En esta cinta se calaron las cAmaras de contenciéon de
las muestras. Estos receptaculos eran de forma cilindrica con un diametro de 5 mm y
por consiguiente un volumen total de (35,3+0, 1) uL. Se realizaron numerosos ensayos
respecto a la manera de inyectar la sangre en las cavidades, y al volumen de llenado
de la cadmara. Es asi que, diversos canales de entrada de sangre y salida de aire se
probaron, variando las dimensiones de los mismos.

Se concluy6 que la forma 6ptima consistia en colocar la muestra desagregada me-
diante micropipetas (esto a su vez actiia como mecanismo de desagregacion) por la
parte superior. Inmediatamente por encima de la cinta se colocé un film transparente
que tenia por funcion el resguardo de la muestra (evitar posible contaminacion, des-
hidratacion de los globulos, etc.). La Figura C.1 muestra el esquema del primer chip
optimizado.

El efecto vidrio es un fenémeno por el cual los eritrocitos se alteran al adherirse a
la superficie del vidrio [Eriksson, 1990; Wong, 2005|. Este efecto se observa cuando los
GR estan en un medio sin las proteinas plasmaticas, principalmente albumina. En la

practica, el efecto de crenacion puede mitigarse suspendiendo los eritrocitos en solucién
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Figura C.1: Esquema de un chip 6ptico sin canales de entrada ni salida, la muestra desagregada
se inyecta mediante micropipetas por la parte superior, inmediatamente se coloca el film protector

encima y se comienza la medicién.

fisiologica (SF) o buffer fosfato salino (pH de 7,4; osmolaridad de 280-295 mOsm /kg)
con albimina en concentraciones similares a las encontradas en plasma [Londero et al.,
2016.

En un dispositivo biotecnologico, y més atn de aplicacién en el ambito clinico, el
facil descarte de los elementos contaminados es una caracteristica fundamental. A lo
largo de los ensayos, se redisené el chip porta muestra para ser constituido por una
base de acrilico en lugar de vidrio y la camara de prueba fue impresa en material 4cido
polilactico (PLA) con una impresora 3D, teniendo un didmetro de 5 mm y una altura
de 0,5 mm. Luego, ambas partes se fusionaron con cloruro de metileno (Figura 4.2). De
esta manera, se evitaron posibles fugas y se obtuvo un elemento de facil uso, bajo costo,
que no supone impedimentos para su fabricaciéon masiva y, principalmente, descartable.
Luego de los experimentos que se muestran en la seccion C.3, el volumen de muestra

de trabajo se fijo en 15 uL.



Apéndice C. Detalles experimentales 141

C.2 Sistema experimental para transmision de luz

La unidad de control del elipsometro cuenta con un visor LED que muestra la
intensidad de luz medida en tiempo real, selector de escala (1x, 10x, 100x y 1000x),
ajuste de sensibilidad y selector de voltaje de trabajo, como se ve en la Figura C.2. La
informacion del display es transmitida a través de un puerto serie a una computadora,
y luego es registrada por un software de adquisicién especifico, que confecciona una

tabla de intensidad de luz versus tiempo transcurrido.

Figura C.2: Fotografia del sistema experimental utilizado.

Para dar inicio al proceso de medicién se comenzo por encender el sistema del elip-
sometro y la unidad de control, a fin de que el laser alcance su punto de estabilidad,
(aproximadamente diez minutos). Se conté con un estabilizador de corriente para re-
ducir posibles ruidos en la intensidad de luz. Posteriormente se alinearon los brazos del
laser y del fotomultiplicador, para que mediante un espejo a 45° respecto de la hori-
zontal, se obtenga el maximo de intensidad posible (sin atravesar ningin obstaculo).

Esto es, que cubriera la mayor area posible del sensor del fotomultiplicador con la luz
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laser. Como paso siguiente se coloco el chip en el soporte, entre el fotomultiplicador y
el espejo, haciendo coincidir el paso del haz con una de las camaras de prueba.

Al momento de efectuar las mediciones, el modo a proceder es el mismo indepen-
dientemente del tipo de muestra que se utilice. Primero se comenzo6 por agitar el fluido
suavemente sin producir choques violentos de los glébulos contra las paredes del tubo,
ni realizar inversiones de la muestra a fin de salvaguardar de la mejor manera la inte-
gridad de los GR. Esta agitacion tuvo como objetivo desagregar en primera instancia
los GR que se encontraban en estasis, la acciéon se mantuvo por aproximadamente un
minuto. Luego, mediante una pipeta automatica de volumen variable Boeco (50 ul)
con precision 0,5 pLi, se separd el volumen necesario para la prueba. Mas adelante, en
la seccion C.3 se muestran estudios realizados respecto al volumen 6ptimo de muestra
a utilizar, que resulté de 15 ul.. Se activo el registro de datos en la computadora e
inmediatamente se inyect6 la muestra en el chip. Este proceso actué como mecanismo
de desagregacion también debido al pequeno diametro de la punta de la pipeta. A los
pocos segundos, se coloco el film protector ajustando el selector de escala en su méa-
ximo (x1000) y se aislo de cualquier fuente de luz externa la habitacion en la cual se
encontraba el sistema laser.

Al inyectar la sangre, la transmision de luz fue drasticamente reducida, lo que hizo
necesario aumentar la apreciacién del aparato para notar las variaciones en intensidad
buscadas. Entre que se activa la medicion y finalmente se aisla el sistema existié un
lapso de alrededor de 5 segundos que es descartado en las tablas confeccionadas. Se
dejoé evolucionar la muestra por 25 minutos y se obtuvo una tabla de dos columnas,
registrando intensidad de luz y tiempo transcurrido. Posteriormente esta tabla de datos
se someti6 a un procesamiento con programas escritos en lenguaje C, que remueven los
datos innecesarios y la normalizan de acuerdo a sus valores maximos y minimos, para

ser utilizada en los calculos pertinentes.
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C.3 Optimizacion del volumen de muestra en el chip
optico

Con una muestra de sangre normal, se prepar6 un tubo con hematocrito al 40 %
segin el protocolo que se muestra en el Apéndice A. Se realizaron mediciones por
duplicado con volumenes de muestra de 5 plL, 10 pL, 15 pL, 20 pL, 25 pl, 30 pL
y 35 pulb de muestra por duplicado. Asi se obtuvieron dos silectogramas para cada
volumen ensayado, los cuales luego se promediaron. Se utilizé un chip de seis camaras,
sin canales, en el que la inyeccién de la muestra se realizé por la parte superior de la
camara que fue cubierta posteriormente con el film protector.

Se observd que a bajos volimenes, es decir, 5 ul. y 10 pl a pesar de la utilizacion
del film protector, los efectos de deshidrataciéon de la muestra eran més notorios e
interferian con la lectura. Por ejemplo, el iltimo tramo de la mediciéon para el volumen
de 5 uL se vefa alterado como se observa en la Figura C.3 (a). Para el caso de 15 uL y 20
1L, se observaron curvas homogéneas y que, comparadas con la bibliografia, resultaron
satisfactorias [Murad et al., 1999|. A volimenes pequetios puede notarse como la curva
se va deformando y la oscilacion en los valores de intensidad es cada vez mayor. En
volimenes mayores, se reduce la pendiente inicial y se pierde la curva en los primeros
minutos (Figura C.3 (d)).

En la Figura C.4, se muestra una comparaciéon de las curvas sin normalizacion
a modo de visualizar la variaciéon de la transmision de luz respecto al volumen. Es
evidente el aumento en la transmisiéon de luz a medida que disminuye el volumen de
sangre, siendo méas fuertemente influenciada por los volumenes bajos de muestra. De
esta manera, se adopté un volumen de 15 pL para todos los experimentos siguientes
puesto que las curvas entre 20 pL y 10 pL resultaron ser las mas homogéneas durante

los ensayos.
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