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RESUMEN

La sangre es un fluido bioldgico de estructura compleja, en si, contiene en la fraccion
soluble: colesterol total, triglicéridos y proteinas; la concentracion de estas sustancias
modifica el comportamiento mecanico al flujo en la sangre. En este trabajo se evaluo el
efecto en el comportamiento reoldgico que tiene el colesterol total en la sangre de rata de
una cepa Wistar en un estudio “in vitro”. Para el cual se dispuso de2l ratas macho que
fueron divididas en tres grupos de siete ratas cada uno, estas tuvieron una dieta que
consistié en alimento con diferentesniveles de grasa: el “Blanco” con 3%, el “Medio” con
4.5% y el “Alto” con 6.5% a este Ultima se le adiciono grasa vegetal mixta. De cada grupo
se obtuvo una “muestra representativa” de sangre por via intraocular periddicamente con un
espacio de 15 dias entre cada toma de muestra; a las cuales se les realizaron pruebas tanto
bioquimicas comohemorreoldgicas; estas ultimas fueronpruebas oscilatorias baja amplitud
de deformacién y de corte simple en estado estacionario.Al realizar dichas pruebas
hemorreoldgicas, se encontrd en las pruebasoscilatorias de baja amplitud de deformacién
que el modulo viscoso predomina sobre el modulo eléstico (G’’>G’) y en las pruebas de
corte simple la sangre tiene un comportamiento adelgazante al flujo (n<1). Los resultados
presentan que el grupo “Alto” tiene un comportamiento pseudo-solido, y con esfuerzo de
cedencia al dia 30 posterior al inicio de la dieta. Sin embargo la sangre con mayor nivel de
colesterol no siempre tiende a ser la que mayor viscoelasticidad presenta,lo anterior, se
debe entre otros factores al porcentaje de hematocrito. Por ello se realiz6 un analisis del
mismo de las muestras tomadas durante la fase experimental; donde se obtuvo que la sangre
de ratas con mayor nivel de colesterol es la que menor porcentaje de hematocrito presenta,
y a menor nivel de colesterol mayor concentracion de células presentes.Lo anterior
posiblemente se deba al estrés oxidativo y al metabolismo de las ratas,cabe aclarar que el
metabolismo de las ratas no es similar al de los seres humanos. Finalmente, se realizaron
diluciones de sangre de 20, 40, 60, 80 y 100, dependientes de la concentracion de
hematocrito con la sangre de rata del grupo “Medio”, y a estas se les realizaron las pruebas
hemorreoldgicas, con las cuales se elaboraron curvas maestras de superposicion tiempo-
concentracion, observando una fuerte dependencia con el contenido de hematocrito

presente en la sangre.
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INTRODUCCION

La mayoria de grasas que se ingieren mediante la alimentacién son los llamados
triglicéridos y en menor cuantia, el colesterol y los fosfolipidos. El colesterol es una
sustancia que se puede encontrar en todo el cuerpo. Es de gran importancia el consumo de
estas grasas para el correcto funcionamiento de los érganos, produccion de membranas
celulares, esto siempre y cuando su consumo sea moderado ya que el consumo excesivo de

grasas, sobre todo saturadas podriaincidir en padecimientos de diversas enfermedades.

El colesterol y otras grasas son transportados en la corriente sanguinea en forma de
particulas esféricas llamadas lipoproteinas. Las dos méas conocidas son las lipoproteinas de
baja densidad (por sus siglas en inglés LDL) y las lipoproteinas de alta densidad (por sus
siglas en inglés HDL)™. La importancia de éstas, radica en su asociacion con el colesterol
en sangre y en estrecha relacién con la incidencia de enfermedades cardiovasculares. El
colesterol proveniente de las LDL se distribuye desde el higado, llega a todos los tejidos, y
se deposita en la pared arterial; su presencia se asocia al padecimiento de enfermedades
ateroescleroticas y cardiovasculares. Por otro lado, las HDL, transportan el colesterol
sobrante desde la pared arterial y desde los tejidos del cuerpo hasta el higado para

eliminarlo o reutilizarlo.

Muchas personas en el mundo se han convencido gracias a las campafias publicitarias que
la clave para eliminar las enfermedades coronarias del corazon y la ateroesclerosis, se
solucionan con reducir los niveles altos de colesterol usando farmacos que ayudan a
disminuir la cantidad de colesterol, y en consumo de productos bajos en grasas saturadas.
Estas camparias traen grandes beneficios para las industrias y a las manufactureras de
productos bajos en grasa. Por ejemplo Pfizer con el medicamento que coadyuva a disminuir
el colesterol (Lipitor®), tuvo una ganancia en ventas de $ 10.9 billones de dolares tan solo
en el 2004,

En México, segin la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT 2012) &I, los
padecimientos cronicos en los adolescentes un 1.8% de esta poblacion presentd un

diagnéstico de hipertension arterial que alcanzo hasta 4% entre mujeres de 16 a 19 afios, y

vii



en adultos de 20 afios en adelante la prevalencia de hipertension arterial se ha mantenido
practicamente sin cambios entre 2006 y al 2012. Los malos habitos de alimentacion asi
como el estres y el poco tiempo que se dispone para la alimentacion, aunado al ritmo de
vida tan acelerado que se tiene actualmente en la sociedad, propicia que la gente en lugar de
hacer una buena eleccién de la dieta solo se fije en saciar su hambre y en que su precio sea
accesible; dando como resultado el aumento de enfermedades cronico-degenerativas, tales
como la obesidad e hipercolesterolemia (altas concentraciones de colesterol en la sangre),
tal padecimiento genera enormes repercusiones en la fisiologia del sistema cardiovascular.
Por lo general, la poblacién evita realizarse exadmenes peridédicos para una oportuna
deteccion y prevencion de este tipo de enfermedades, ya sea por falta de tiempo o por no
haber recursos suficientes para poder acceder a la medicina preventiva, es por ello que en
este trabajo se plantea coadyuvar en el estudio de fluidos biolégicos con un gen similaral
del ser humano, con el objetivo de inferir en tiempo real el nivel de colesterol, utilizando un
método reoldgico y de manera sencilla determinar si estos sistemas tienen niveles de
colesterol elevado (hipercolesterolemia), y en un futuro inmediato replicar la misma

metodologia con seres humanos.
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1 MARCO TEORICO
1.1 Reologia

La reologia es la ciencia de la deformacién y del flujo de la materia, es decir estudia la
forma en que los materiales responden al aplicarles cierta fuerza o tension. Todos los
materiales tienen propiedades reoldgicas, ya que varian en funcién de la temperatura,
presion, composicion, tiempo y la manera en que sean perturbados . La reologia se aplica

en los fluidos Newtonianos, pero sobre todo en los fluidos No Newtonianos; los fluidos
. . d .
viscosos se rigen por la ley de Newton (r = "ﬁ) la cual enuncia que el esfuerzo es

proporcional la velocidad de deformacion e independiente de la deformacion; por otro lado
la elasticidad esta regida por la ley de Hooke (o0 = Gy) en donde el esfuerzo es

proporcional a la deformacién e independiente a la velocidad de deformacion.

Un parametro utilizado para caracterizar o clasificar las sustancias de acuerdo a su
comportamiento elastico/viscoso/viscoelastico es el ndimero de Deborah, parametro
introducido por el Dr. Reiner, uno de los fundadores de la reologia. Este nimero se define

como:

y)
De = -
t

Ecuacionl

Donde, t es un tiempo caracteristico del proceso de deformacion al que se ve sometido una
determinada sustancia y A es un tiempo de relajacion caracteristico de dicha sustancia; el
tiempo de relajacion es infinito para un sélido de Hooke y cero para un fluido Newtoniano.
Si el nimero de Deborah es muy pequefio (De— 0) el material se comportara como un
fluido porque la escala de observacion es lo suficientemente amplia para examinar. En el
otro extremo del intervalo, si el nimero de Deborah es muy grande (De— o) el tiempo de
observacién se reduce al minimo sin posibilidad de percibir algin cambio y el material

tendra el comportamiento de un sélido.

En reologia hay muchos modelos que son aplicables a diversos tipos de fluidos, cada uno
describe un comportamiento particular y es expresado con una ecuacion en funcion de la

respuesta mecanica y la deformacién aplicada. Los mas utilizados son:




Modelo Expresion

Newtoniano T=7ny

Ley de la potencia T=Ky"1

Binghman T=n"+1,
Cross o~
=Mt T Ry

Tabla 1.1. Modelos de flujo, donde: z; es el esfuerzo cortante (Pa), n es la viscosidad aparente (Pa*s), y es la rapidez de
corte (s1), k constante de viscosidad (m?s2)

1.1.1 Clasificacion de los fluidos

El coeficiente de viscosidad dinamica n de un liquido Newtoniano es independiente de la
tasa de corte. Muchos liquidos presentan un comportamiento viscoso que se aparta del
descrito para los fluidos Newtonianos, y se denominan en conjunto No Newtonianos,
aquellos en que el valor de 1 varia de manera mas o menos compleja con la tasa de corte y

o0 con el tiempo, como se muestra en la Figura 1.1.

Plastico

Plastico de
Bingham

Pseudoplastico

Newtoniano

Dilatante

Esfuerzo de corte o

Tasa de corte y

Figura 1.1. Clasificacion de Fluidos. ")
Es decir, se denomina plastico al liquido que requiere un cierto esfuerzo minimo antes de
comenzar a fluir; es decir que y es cero por debajo de ese valor umbral. Un plastico de
Binghammuestra asimismo un esfuerzo de corte umbral, pero una vez que comienza a fluir
vy aumenta linealmente con o, como lo haria un liquido newtoniano. Un liquido pseudo-

plasticocarece de un valor umbral de o, al igual que un liquido newtoniano, pero




sucoeficiente de viscosidad aumenta con la tasa de corte. Un liquido dilatatetambién carece

de valor umbral de o, pero a la inversa del caso anterior, n crece a medida que aumenta c.

El comportamiento que tienen los fluidos No Newtonianos con respecto al tiempo cuando
son sometidos a una tasa de corte constante se denominan:
e Reopéctico a un liquido cuya viscosidad aumenta con el tiempo cuando es sometido
a una tasa de corte constante.
e Tixotrdpico al liquido cuya viscosidad aparente disminuye con el tiempo al ser

sometido a una tasa de corte constante.

Otra clasificacion de los fluidos son los fluidos viscoel&sticos, estos se clasifican por poseer
en mayor o menor grado caracteristicas elasticas y viscosassimultaneamente, cualquier
fluido bioldgico tiene este comportamiento. La ecuacién matematica que relaciona las

propiedades de este tipo de fluidos es la ecuacion de Maxwell:

t+/ Xf =mg Ecuacion 2

Para la ecuacion de Maxwell, £ es el esfuerzo cortante aplicado al fluido, / es el tiempo

de relajacion, ¢ es el gradiente del esfuerzo cortante, /7 se refiere ala viscosidad del fluido

y g es la velocidad de deformacion.

Los fluidos viscoelasticos se deforman instantdneamente por accion de una fuerza. En el
momento inicial el material en cuestion fluye regido por un modelo reolégico, de modo que
la tension se relaja al momento de que el material llegue a un estado de equilibro, cuando el
tiempo tiende a infinito, la tension se ha relajado totalmente, si se retira la tensiéon en
cualquier momento antes de la relajacion, el material recuperara sus condiciones

estructurales iniciales.

En particular el modelo de la ley de la Potencia, clasifica a los fluidos Newtonianos donde
la viscosidad n es constante (n=1). Y para los fluidos no Newtonianos se tiene que cuando

n<l, se dice que el fluido es adelgazante al corte, es decir que la viscosidad va




disminuyendo conforme la rapidez de corte aumenta. Finalmente si n>1, se dice que el

fluido es espesante al corte. (Figura 1.2).

¥

Figura 1.2 Clasificacion de los fluidos dependiente del comportamiento al corte; siguiendo el modelo
de la ley de la potencia. **!

1.1.2 Viscoelasticidad

Este concepto es el mas abordado en el campo de la reologia y describe el
comportamientode muchos materiales. Los efectos viscoeldsticos son observables
solamente en fluidos no-Newtonianos. En general este concepto hace referencia a la
superposicion de los efectos de disipacion de energia (efectos viscosos) y de los efectos de
almacenamiento de energia (efectos elésticos). La viscoelasticidad lineal es aplicada
cuando la deformacion encontrada por los materiales es suficientemente pequefia, para que
el material no modifique su estado de equilibrio, una caracteristica del comportamiento
lineal es que las propiedades reologicas medidas son independientes de la magnitud de la
deformacion o el esfuerzo aplicado, y las relaciones entre el esfuerzo, la deformacién y su
dependencia con el tiempo son descritos generalmente por ecuaciones constitutivas o
ecuaciones reoldgicas de estado. Los fluidos viscoelasticos se caracterizan por presentar a
la vez tanto propiedades viscosas como elasticas. Esta mezcla de propiedades puede ser
debida a la existencia en el liquido de moléculas muy largas y flexibles o también a la
presencia de particulas liquidas o sélidos dispersos. EI comportamiento viscoelastico es

inherente a todas las dispersiones de biopolimeros, sistemas multifase y estructuras de




tejidos bioldgicos. Muchos de los fluidos biolégicos poseen esta naturaleza. El
comportamiento viscoelastico es particularmente relevante en situaciones de movimiento
inconstante, esto es, cuando los esfuerzos o deformaciones estan cambiando con el tiempo.
Por lo que la respuesta dinamica de los materiales viscoelasticos puede ser utilizada para
obtener informacion de aspectos estructurales de un sistema a nivel molecular o predecir el
comportamiento a una escala macroscopica ..

Uno de los modelos que describe el comportamiento viscoelastico es el de Maxwell. A
partir de este modelo se pueden obtener funciones que representen los modulos de

almacenamiento y disipacion (G"” y G'), resultando las siguientes ecuaciones:

't (w)?
1+ (Aw)? 1+ (Aw)?

G'=n, Ecuacion 3

. w AW y
=1, ;=G 5 Ecuacion 4
1+ (Aw) 1+ (Aw)

Donde, tenemos que:

G = Modulo de rigidez

G' = Modulo de almacenamiento
G" = Mddulo de pérdida

To = Viscosidad a bajas velocidades de cizalla simple

A = tiempo de relajacion de esfuerzos

W = Frecuencia de oscilacion

En la viscoelasticidadlineal las funciones materiales de los modulos de almacenamiento,
G' y de pérdida, G"; el primero indica la cantidad de energia que se almacena en el
material en cada ciclo de deformacidn, y el dltimo es un indicativo de la cantidad de
energia disipada durante cada ciclo de deformacion. De esta manera, para un solido
perfectamente elastico, donde toda la energia se almacena y se recupera en cada ciclo, G’
tendrd un valor de cero y el esfuerzo y la deformacion estaran en fase (56=0);

contrariamente, para un liquido perfectamente viscoso, donde toda la energia se disipa en




forma de calor, G’ tendrd un valor de cero y el esfuerzo y la deformacion estaran
desfasados 90°. Por lo tanto, para un material viscoelastico donde tanto la componente
elastica como la viscosa estan presentes, el angulo de desfasamiento (3) tendra un valor

intermedio entre 0° y 90° B!,

Para la mayoria de los materiales biologicos con pesos moleculares altos (por encima del
peso molecular critico PM, el cual se define como el peso molecular en donde se empiezan
a observar interacciones entre cadenas) se han identificado cuatro zonas viscoelasticas:
vitrea, transicion, meseta o plastica, y terminal o de flujo (ver Figura 1.3). Donde, la zona
terminal estd representada a bajas frecuencias y tiene como caracteristicas generales
pendientes de 1 para G*’ y 2 para G’ en escala logaritmica: la zona de Terminal sigue a la
zona de meseta y empieza por un maximo en G’ (®) denominado G’’msax, Y Se presenta en
una frecuencia opy; luego G’’ pasa por un minimo para volver a aumentar, en esta zona G’
permanece relativamente constante y se denomina como médulo de meseta (G,°); en la
zona de transicion G’ vuelve a ser mayor que G’, y por ultimo, en el inicio de la zona
vitrea vuelven a cruzarse G* y G”’, siendo G’ menor que G’, la cual se vuelve casi

constante !,
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Figura 1.3. Curva maestra para los médulos de almacenamiento y de pérdida en el dominio de la frecuencia !




Con lo descrito anteriormente, se puede observar en los espectros dos tiempos de
relajamiento: en la region de transicion, para tiempos de relajacion cortos; y en la terminal,
para tiempos de relajacion largos. En la zona de transicion las propiedades viscoelasticas
estdn dominadas por reacomodos de segmentos moleculares, los cuales son lo
suficientemente cortos para no depender tanto de entrecruzamientos con otras cadenas
biomoleculares, como del peso molecular de dichas cadenas celulares. En cambio, en la
zona terminal y de meseta las propiedades son dominadas por diferentes factores que
imponen al sistema restricciones topoldgicas, como es la presencia de una red de
entrecruzamientos, las cuales impiden de manera significativa movimientos,
configuraciones de largo alcance. Por lo tanto, en el estudio de estos procesos de relajacion
mas lentos se deben considerar tanto el peso molecular como la distribucién del peso

molecular de las cadenas del sistema.

1.1.3 Métodos reometricos

Los tres métodos reométricos méas utilizados para la medicién de las propiedades de los
fluidos complejos son: el de cilindros concéntricos, de cono y plato y el capilar. La
viscosidad y las funciones lineales viscoelasticas del materialpueden ser determinadas en

cualquiera de los tres reébmetros.

La geometria de cilindros concéntricos hace la prueba al fluido que esta entre los dos
cilindros concéntricos con un radio interior y exterior diferente, se aplica un torque para
hacer rotar los cilindros generando un rango de rotacion relativa entre el cilindro interior y
exterior. Para la obtencion de medidas cuantitativas de las propiedades del material, se
asume que el fluido es simétrico al eje y puramente circunferencial con efectos finales

insignificantes.




cccecoes

Figura 1.4. Redmetro con geometria de cilindros concéntricos

La geometria de cono y platoes utilizado para determinar el coeficiente de corte normal de
algunos fluidos. La medicion del torque aplicado y el rango de rotacion son usados para
obtener las propiedades de los materiales, asumiendo que los efectos de inercia son

insignificantes y la superficie libre es esférica.

En el sistema capilar, los fluidos a prueba caen por gravedad, compresion de gas o gracias a
un piston, frecuentemente son utilizados para medir la viscosidad linear y las propiedades

viscoelasticas de los liquidos.

1.1.4 Aplicaciones

La reologia es relevante en diversas areas de estudio, tales como: geologia y mineria
(Cristescu, 1989), tecnologia del cemento (Tattersall and Banfill, 1983), mecéanica de suelos
(Haghighi et al. 1987; Vyalov, 1986), procesamiento de plasticos (Dealy and Wissburn,
1990), flujo de pintura y dispersion de pigmentos (Patton, 1964), sangre (Dintefass, 1985),
cosmeéticosy articulos de tocador (Laba, 1993b), entre otras.




1.2 Hemorreologia

El iniciador del estudio hemorreolégico fue J.L.M Poiseullie (1797-1369) que estudio el
flujo de la sangre a traves de los tubos capilares.La reologia de la sangre o hemorreologia,
es la disciplina que estudia las caracteristicas de la sangre como fluido. Dichas propiedades

son complejas, ya que lidia con el fluido, la deformacion y los elementos que la forman.

El comportamiento no Newtoniano de la sangre esta dado por tres aspectos del
comportamiento del eritrocito: su habilidad para aglomerarse y ramificarse en una
microestructura tridimensional a bajos esfuerzos de corte, su deformabilidady la tendencia a

alinearse al campo de flujo a esfuerzos de corte altos.[®

Los factores hemorreoldgicos juegan un rol importante en la localizacion y deteccion de
enfermedades vasculares. Asi como simulaciones matematicas como numéricas del flujo de
la sangre en el sistema cardiovascular pueden automaticamente contribuir a mejorar los
diagnosticos y a la planificacion terapéutica. Los procedimientos que sigue la mecéanica de
fluidos se usan para predecir como un fluido se comporta en respuesta a ciertas fuerzas,

involucran tres pasos:

1. La consideracion de todas las fuerzas se ejercen sobre un volumen infinitesimal de
fluido. Esto esta hecho para el uso fisico conocido como conservacion de
momentum y esto da como resultado ecuaciones que relacionan las fuerzas ejercidas
y el gradiente de velocidad.

2. Introduccion de ecuaciones reoldgicas (constitutivas) especificas para cada tipo de
fluido. Estas ecuaciones indican como el liquido responde a las fuerzas, y relacionan
las fuerzas de los gradientes de velocidad resultante. Las ecuaciones reoldgicas
contienen caracteristicas especificas del fluido (Por ejemplo; la viscosidad aparente
en funcidn de la velocidad de corte).

3. La sustitucion de las ecuaciones reologicas dentro de las ecuaciones de
conservacion de momentum, y la integracion de las diferenciales resultantes para
obtener las relaciones macroscépicas, como las tasas de flujo y los gradientes de

presion.




El estudio de las propiedades reoldgicas de sistema bioldgicos tiene gran interés desde el
punto de vista termomecanico, ya que estas propiedades influyen durante el proceso de
colesterol presente en la sangre; por otro lado, la causa fisica de dichas propiedades esta en
las maltiples conformaciones que pueden adoptar las macromoléculas y en la interaccion
entre ellas, las cuales generan una amplia gama de comportamientos funcionales de gran

interés en patologias o posible aplicaciones en bioingenieria.

1.3 Fluido bioldgico (Sangre)

La sangre es un fluido que consta de dos partes esenciales; el plasma que es su fase fluida y
elementos celulares que es su fase solida. Los elementos celulares estan comprendidos por:
glébulos rojos (eritrocitos), globulos blancos (leucocitos). La fraccion porcentual de cada

volumen de sangre ocupada por los eritrocitos se denomina hematocrito.[”

La sangre se moviliza dentro de los vasos sanguineos desde el corazon hacia los tejidos
(por las arterias) y viceversa (por las venas). La pared de los vasos sanguineos forma el

limite del sistema sanguineo.

La funcién esencial de la sangre es transportar oxigeno y nutrientes a todos los tejidos,
removiendo deshechos y defendiendo al cuerpo contra infecciones a través de los
anticuerpos. La circulacion de la sangre en el sistema cardiovascular no solo depende de la
fuerza con la que late el corazén ni de la arquitectura o las propiedades mecanicas del

sistema vascular, influye también de las propiedades mismas de la sangre.

1.3.1 Eritrocito (globulos rojos)

Los eritrocitos son muy flexibles, la proteina que se encuentra en el interior es la
hemoglobina, da el color rojo a la sangre, estan envueltos principalmente de oxigeno y
dioxido de carbono que son transportados a lo largo de los pulmones y los 6rganos del
cuerpo. Los eritrocitos de los mamiferos presentan la forma de discos biconcavos y de

perfil se presentan como cuerpos alargados con extremos redondeados. El tamafio en estado
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fresco es de 6 a 8 pum. Una propiedad fisica caracteristica de los eritrocitos es la tendencia a
adherirse entre si, formando columnas en forma de pilas de monedas también denominadas
rouleaux. Se considera que la causa de esta adhesion sea a la tension superficial que tiene el
eritrocito en su membrana. Otra caracteristica de los eritrocitos son los cambios de forma
que sufren por la accién de los factores mecanicos y/o fisicos. Esta propiedad se debe a que
los eritrocitos son blandos y flexibles, pero una vez que dichos factores dejan de actuar,

recuperan su forma primaria.

1.3.2 Hematocrito

El volumen de concentracion de eritrocitos (glébulos rojos) en toda la sangre es llamada
hematocrito, este es determinado mediante la centrifugacion de la sangre en un tubo capilar
y midiendo el volumen ocupado por el conjunto de células que quedan sedimentadas en el

fondo.

Bajo condiciones de flujo laminar, la presencia de elementos celulares interfieren en las
lineas de flujo y esta es la principal razon por la cual la viscosidad de la sangre es mayor
que la del plasma. Existe una relacion exponencial entre el valor del hematocrito y la
viscosidad de la sangre: a mayores niveles de hematocrito, la viscosidad de la sangre
comienza a incrementar sensiblemente a las alteraciones del hematocrito. EI aumento de la
viscosidad con el hematocrito es mucho menos acentuado en un lecho vascular que en un

viscosimetro.

1.4 Colesterol

El colesterol es una molécula relativamente rigida, con una masa molecular 386.65 g/mol,
presente normalmente en baja concentracion en la matriz lipidica de la membrana del
eritrocito, todas las células requieren colesterol para sus actividades de crecimiento,
reproduccion y mantenimiento. Una mayor concentracion de colesterol en la membrana del
eritrocito en relacion a la concentracion de fosfolipidos tiende a disminuir la

deformabilidad de los globulos rojos.
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El colesterol y otras grasas son transportados en la corriente sanguinea en forma de
particulas esféricas Ilamadas lipoproteinas. Las dos mas conocidas son las lipoproteinas
HDL (High DensityLipoprotein) que son las encargadas de transportar el colesterol desde
los tejidos y llevarlo hacia el higado, por lo cual es llamado colesterol bueno y las LDL
(LowDensityLipoprotein) son la forma como se transporta el colesterol en el sistema
cardiovascular, mejor conocido como el colesterol malo; ya que estas tienden a adherirse en
las paredes de las arterias.

Actualmente el método para determinar el nivel de colesterol en la sangre es por medio de
examenes bioguimicos, para los cuales es necesario acudir a algun laboratorio a realizar
dichos analisis. Es por ello que con este trabajo se pretende que con un método
mecanicoo(reologia) se pueda inferir de manera pronta, eficaz y precisa, el nivel de
colesterol en la sangre de ratas Wistar, con el objetivo de que en un futuro cercano se
puedan realizar pruebas con sangre humana, para poder detectar si existen niveles elevados
de colesterol en la sangre y asi prevenir enfermedades crénico-degenerativas, las cuales

tienen una gran incidencia en el pais.

1.5 Rata Wistar

Actualmente las ratas Wistar son una de las cepas mas populares y utilizadas para la
investigacion en el laboratorio, por lo que este mamifero sirve como un organismo modelo
para el andlisis de un nimero importante de caracteristicas biomédicas y toxicologicas; es
considerado como importante herramienta para la investigacion de las condiciones que

afectan a los seres humanos que pueden ser simulados en ratas.

La investigacion de laboratorio en el modelo animal exige el control estricto de algunas
variables que permiten conseguir resultados reproducibles. Estas variables a menudo son la
edad, el sexo y el peso corporal, con lo cual se caracteriza a los grupos de trabajo y se
garantiza una posible extrapolacién de los resultados al modelo humano. !
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2 HIPOTESIS

Si el fluido bioldgico (sangre de rata) con niveles elevados de colesterol modifica sus
propiedades reoldgicas, esta puede ser analizadaen funcién de los procesos de flujo

debido a los mecanismos mecanicos, cinéticos y difusivos.

La sangre contiene células en suspensidn que tienden a interactuar entre si formando
estructuras transitorias mas complejas, por ende esta tendra distinto comportamiento

dependiendo del nivel de colesterol presente.

3 OBJETIVOS

e Caracterizacion reométrica de un fluido bioldgico (sangre de rataWistar) con
diferentes niveles de colesterol; deformacion y destruccion de la estructura debido

al flujo, a través de distintas pruebas reoldgicas.

e Interpretacion fisica de las propiedades materiales del sistema (tiempos de
relajacion, tiempos de restructuracion, médulos elasticos y constantes cinéticas) en

funcidn del nivel de colesterol total presente en las muestras.

e Establecer una base de datos como referencia para futuras aplicaciones diagndsticas

y preventivas en la evaluacion de hipercolesterolemia en humanos.
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4 DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1 Materiales
Para los estudios bioquimicos y reologicosde la sangre de rata Wistar con diferentes niveles

de colesterol, se empled el siguiente material:

e Reodmetro de esfuerzos controlados ARG2 (TA Instruments®) equipado con una
geometria de cilindros concéntricos (21.96 mm diametro del cilindro externo, 20.38
mm didmetro del cilindro interno, 59.50 mm de altura y 500 um de separacion).
e Software de analisis de datos “TA RheologyAdvantage Data Analysis V.5.7.0 (TA
Instruments Ltd, Crawley, UK)”.
e Alimento de rata: Nutri-cubos, RodentLaboratoryChow 5001, FormuLabChow
5008, de la marca Purina® y grasa vegetal mixta.
e Lasangre usada en este trabajo fue:
o Sangre de rata con anticoagulante (EDTA").
o Sangre sin anticoagulante.

e FotofotometroDaytona “rx”

e Centrifuga Modelo Unisen 21.

e \ernier

Las mestras de sangre fueron obtenidas con la colaboracién de la Unidad de Constatacion y
analizadas en el departamento de Patologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UNAM.

“El anticoagulante EDTA para hematologia es una solucién de sales sédicas y potésicas del &cido
etilendiaminitetracético. Las sales de sodio y potasio en este acido se comportan como poderosos
anticoagulantes, ya que inhiben la participacion del i6n calcio en la cascada de la coagulacién de la sangre.
No afecta la morfologia de las células hematicas y no modifican la velocidad de sedimentacion globular.
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4.2 Meétodos.

4.2.1 Dieta de Rata Wistar.
Se usaron 21 ratas Wistar, macho; separadas en tres grupos de 7, cada grupo fuealimentado

con diferente dieta, regulada por el contenido de grasa en el alimento. A continuacién se
enlista los grupos conformados en este estudio y su respectiva dieta:
e Grupo “Blanco”, alimentado con Nutri-cubos con 3% de grasa.
e Grupo “Medio”, alimentado con RodentLaboratoryChow 5001 con 4.5% de grasa.
e Grupo “Alto”, alimentado con FormuLabChow 5008 con 6.5% de grasa, Yy a este
alimento a su vez se le adicion0 grasa mixta vegetal (esto con el fin de que hubiesen
cambios significativos en el contenido de colesterol en la sangre de las ratas, debido
a que estas tienden a metabolizarlo méas rapido en comparacion con los seres

humanos).

El consumo de la comida fue de manera controlada, se evaluo el total de consumo diario al
pesar el alimento cada 24 h.El consumo deagua fuead libitum. Esta prueba fue desarrollada
en el area de prueba en la Unidad de Constatacién de la FMVZ de la UNAM, a una

temperatura de 20-22°C con ciclos de luz-oscuridad de 12 h.

4.2.2 Obtencion de la sangre

Se extrajo sangre de cada rata ( ~1 mL) para la obtencion del “pull” de sangre de rata de
cada uno de los grupos experimentales; esto se realizd de manera periddica con espacio de
15 dias entre cada toma de sangre, la extraccién fue por via intraocular. La sangre fue
dividida en dos fracciones; una fraccion fue almacenada en tubos con anticoagulante

(EDTA) y la otra fraccion en tubos sin anticoagulante. Para su posterior anlisis.

4.2.3 Determinacion del nivel de colesterol

Este analisis bioquimico para la determinacion de colesterol total, se llevd a cabo con la

fraccion de sangre que no contenia anticoagulante, las determinaciones se realizaron
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mediante un fotofotometro de la marca “Daytonarx” a una temperatura de 37 °C, en la

Unidad de Patologia de la FMVZ de la UNAM.

4.2.4 Determinacion del hematocrito

El hematocrito se evalué con las muestras de sangre de rata con EDTA de los diferentes
grupos obtenidas en el tiempo de duracién de la dieta, una fraccion de estas muestras fueron
colocadas en tubos capilares haciéndolos subir por efecto de capilaridad, los cuales fueron
tapados en la parte inferior del tubo con plastilina, posteriormente secentrifugaron por 5
min. a 4000 rpm. Una vez centrifugadas las muestras fueron medidas con un vernier y se

determind el hematocrito contenido en la sangre.

4.2.5 Caracterizacion reoldgica de la sangre de rata
A cada una de las muestras de sangre de rata con EDTA obtenidas en el tiempo de duracion
de la dieta se colocaron aproximadamente 5mL en el reébmetro de esfuerzos controlados
“ARG2 (TA Instruments®)” equipado con una geometria de cilindros concéntricos y se
realizaron las pruebas hemorreoldgicas.
Las pruebas realizadas fueron:
e Pruebas oscilatorias de baja amplitud de deformacion
Se realizé un barrido de deformacién (0-100%) como variable impuesta a diferentes
frecuencias (1, 10 y 100 Hz), y se reportaron los médulos mecanicos (G y G~ ) como
variable de respuesta para la determinacion de la zona de viscoelasticidad lineal.
Determinado el porcentaje de deformacién en el cual se presenta dicha zona lineal, se
realizé un barrido de frecuencia de 1 hasta 300 rad/s, siguiendo la evolucion de los
médulos elastico (G) y viscoso (G) de las muestras. Las evaluaciones se hicieron a
una temperatura fija de 37 °C.
e Pruebas de corte simple en estado estacionario
Esta prueba se realizé en una ventana de observacion de flujo de corte simple de 0.1 a
300 s™. A temperatura fija de 37 °C.

16



4.2.6 Obtencion de las curvas maestras de sangre de rata dependiente del

hematocrito

Para la obtencion de 45 mL de sangre de rata por via intracardiaca, se sacrificé al grupo
“Medio”. Posteriormente se centrifugd toda la sangre para la separacion en dos fases
(plasma y células), una vez separada, se hicieron cinco diluciones (20%, 40%, 60%, 80% y
100%) dependientes del hematocrito. Con ello se hicieron pruebas hemorreoldgicas de
corte simple en estado estacionario y de baja amplitud de deformacion. Con los resultados
hemorreoldgicos se elaboraron las curvas maestras tomando como referencia una
concentracion de 40% de hematocrito en el software de Analisis de datos “TA
RheologyAdvantage Data Analysis V.5.7.0 (TA Instruments Ltd, Crawley, UK)”.

NOTA: la metodologia de las hemorreologias de las muestras obtenidas durante la fase
experimental y las de la curva maestra fueron realizadas al menos por duplicado, para que
se comprobase que este método mecanico es reproductible y fiable para el analisis de este

fluido bioldgico (sangre de rata).
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

En los datos obtenidos al realizar los estudios bioguimicos de la sangre de rata Wistar se
observo que en un periodo de un mes de alimentacion controlada, esta presenta variaciones
importantes en los niveles de colesterol; es decir, tiene un incremento maximo y
posteriormente una disminucion y un incremento de manera sinusoidal sin llegar al maximo
inicial, sin seguir un patrén determinado (ver tabla 5.1), por lo cual, no tiene una tendencia
a aumentar sostenidamentecomo sucede con los seres humanos,que al consumir gran
cantidad de grasa(sobre todo saturadas) comienzan a presentar altos niveles de colesterol en
la sangre®. Tal comportamiento no concuerda con los resultados reportados por Paredes,
et. al., (2009) ™ quienes reportan que durante el primer mes posterior al inicio de la dieta
hay un aumento progresivo en el nivel de colesterol hasta llegar a un nivel maximo de este,
y al paso de los dias hay una disminucion sostenida hasta el término de la dieta. Estos
resultados se pueden atribuir a que la tasa metabdlica en los mamiferos aumenta en la
medida que disminuye el peso y el tamafio. Se ha estimado que en una semana, una rata
consume alrededor de seis veces su peso corporal para cubrir sus necesidades energéticas,
mientras que el humano consume sélo una tercera parte de su peso ™, esto se ve reflejado

en los resultados obtenidos.

grupo “Blanco” grupo “Medio” grupo “Alto”
Tiempo (dias) a(mg/dL) b(g) a(mg/dL) b (g) a(mg/dL) b (g)

0 N.D. 364 N.D. 368 N.D. 386
15 46.01 381  44.07 411 51.33 446
30 40.22 397 35.57 396 49.87 445
45 4988 397 4292 402 37.12 475
60 57.62 378 67.67 414 66.90 496
75 51.04 398  47.95 437 58.78 517
105 61.10 433 56.46 477 70.38 533

a:Concentracion de colesterol (mg/dL).
b: Peso promedio (g).
N.D. No determinado.
Tabla 5.1. Nivel de colesterol (mg/dL) y peso promedio (g) durante el tiempo de duracion de la dieta

En la Figura 5.1, se aprecia la evolucién de la concentracion de colesterol total y el peso de
las ratas en un lapso de 105 dias. Con respecto al peso inicial (dia 0) de los tres grupos

experimentales es importante hacer notar que el grupo “Blanco” y “Medio” son similares, a
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diferencia del grupo “Alto”. A lo largo del tiempo de estudio, el peso de los animales
aumento proporcionalmente, salvo en el grupo “Medio” el cual a los 30 dias posterioresdel
inicio de la dieta tuvo un pequefio decremento, para volver a incrementar a los 15 dias
posteriores de estudio. Este efecto se atribuye al comportamiento metabdlico de las ratas y
tambiéngue al tener un Unico sitio de alimentacién, la competencia entre las ratas por
alimentarse promueve que no todas ellas ingieran la misma cantidad de alimentoy se

presente una diferencia en peso considerable.

600 | + 80
550 75
e 's) ]
e Qe |
s0 0 o 70

: @ e
/-\450 T G BRI, S —~
G 60 2
o [ . N =
3 400 6.-"'/ S g
£ P o~ i =
S é{’ - 55 S
S 350 8
: 50 8
o 300 + = © — Peso Bco ] o
: —/x - Peso Med T 45
250 + --@--+ Peso Alto 1 10
[ —&— Colesterol Bco |
200 ¢ —A— Colesterol Med - 35
—@— Colesterol Alto |
150 1 1 1 1 1 e 30
0 15 30 45 60 75 90 105 120

Tiempo (dias)

Figura 5.1.Peso promedio (g), nivel de colesterol (mg/dL) vs Tiempo de duracion de la dieta (dias)

Por otro lado, la concentracion de colesterol total en la sangre de rata no presenta una
tendencia lineal con respecto al tiempo. A los 15 dia posteriores al inicio de la dieta, se
observo una diferencia considerable entre los niveles de colesterol total entre los tres
grupos, y a los 15 dias posteriores de estudio, se observa un decremento,asial dia 45 del
estudio, la concentracion de colesterol total para los tres grupos comienza a aumentar
significativamente hasta el dia 60, para presentar de nuevo un decremento asociado a un

mecanismo de defensa ya que se forma almacenamiento en tejido adiposo(Figura 5.2).

19



Posteriormente al dia 75 volver a aumentar. Estas variaciones se atribuyen a que el
colesterol total se presenta en dos sitios primordialmente, sangre y tejido adiposo; el
decremento de colesterol total implica indirectamente un almacenamiento en tejido
adiposo, ya que las ratas utilizan sus mecanismos de defensa, buscando asimilar el mayor
contenido de colesterol ingerido,y el que ya no pueden asimilar induce a la formacion de
tejido graso que se va a acumulando en el cuerpo de las ratas, impidiendo que el exceso de
colesterol se presente en el nivel de colesterol en la sangre™?; es por ello que en el tiempo
de duracidn de la dieta si se observaron cambios significativos en el peso de las ratas, ya
que tiende a aumentar en todos los grupos, sobre todo se observa una diferencia
significativa en el grupo Alto, sin embargo, el exceso de grasas consumidas no se ve con un

cambio tan significativo en el estudio bioquimico de las muestras de sangre (Tabla 5.1).

0
grupo %lanco”

Figura 5.2.Tejido adiposo de las ratas de grupo ""Blanco™y "Alto™ al término de la fase experimental

5.1 Pruebasoscilatorias de baja amplitud de deformacién

Los resultados de los espectros mecanicos dindmicos de pequefia amplitud de deformacién
se presentan en las Figuras 5.3-5.8, en donde se observa el comportamiento reoldgico de la
sangre de rata en el tiempo de duracién de la dieta desde los 15 hasta los 105 dias. En las

curvas de las pruebas oscilatorias de baja amplitud de deformacién (pruebas no
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destructivas)se observa que en todas las muestras de sangre el moddulo viscoso (G’’)
predomina sobre el modulo elastico (G’);es decir G> > G’. Esto denota el caracter
predominante de la sangre como un fluido més que como un liquidoviscoelastico; cabe
resaltar que a bajas frecuencias y tiempos largos el grupo “Alto”se observa un
comportamiento pseudo-sélido, esto se puede atribuir posiblemente a las interacciones que
hay entre las membranas de las células de la sangre y el colesterol presente en la misma.La
sangre analizada no presenta coagulacion, ya que se usdo EDTA; ya que en caso de que la
sangre estuviera coagulada, el modulo elastico predominaria sobre el viscoso (G’>G’’).En
las Figuras 5.3-5.8, se observa la evolucion de los modulos viscosos y elésticos en funcion
de la frecuencia. La mayoria de fluidos complejos entre ellos la sangre presentan un
comportamiento viscoelastico. En la sangre particularmente, es evidente la evolucion de las
estructuras formadas por sus componentes, dichas estructuras no son estables (tiempos

cortos), es decir a la mas minima deformacion se destruirian.

Enel caso de la Figura 5.3, se observa que ambos moédulos (G’ y G’”) del grupo “Blanco”
tienen un comportamiento mecanico al flujo mayor que los otros dos grupos, siguiéndole el
grupo “Medio”, y resultando que el grupo “Alto” es el mas bajo de todos en su respuesta al
flujo oscilatorio. A pesar de que la muestra de sangre del grupo “Alto” tiene un
comportamiento viscoelastico menor, a frecuencias bajas tiende a presentar una pendiente
(m) més pronunciada esto denota que hay unas interacciones fisicas mas grandes en las

membranas de las células de la sangre y el colesterol.
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Figura5.3. G' (Pa) y G" (Pa) vs Frecuencia angular o (rad/s) a los 15 dias posteriores al inicio de la dieta

En la Figura 5.4, se observa que los modulos del grupo “Alto” a frecuencias bajas (1-10
rad/s)tiene un comportamiento pseudo-solido,esto denota que ambos mddulos se vuelven
casi independientes de la frecuencia angular, principalmente el mddulo elastico, ya que la
pendiente obtenida es muy cercana a cero; lo anterior es atribuido a que tiene un mayor
contenido de elementos celulares sanguineos y de colesterol, y en consecuencia mayores
interacciones fisicas; por el contrario el grupo “Medio” y “Blanco” siguen manteniendo un

comportamientoviscoelastico dependientes de la frecuencia.
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Figura5.4. G' (Pa) y G" (Pa) vs Frecuencia angular o (rad/s)a los 30 dias posteriores al inicio de la dieta

En la Figura 5.5 se observa que los modulos del grupo “Alto” predomina por encima del
grupo “Medio” y “Alto”, aunque todos los grupos presentan un comportamiento de
viscoelasticidad, solo se alcanzan a apreciar pequefias diferencias en la pendientes a

frecuencias angulares bajas (tiempos largos al flujo).
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En la Figura 5.6, aunque ambos maédulos de los tres grupos tienen un comportamiento muy
similar a lo largo del intervalo de frecuencias,el médulo viscoso del grupo “Blanco” tiene
una ligera predominancia sobre los otros, asi como tambiénambos modulos de todos los
grupos tienden a converger. Esto concuerda con los resultados obtenidos de las pendientes

de cada uno de ellos, ya que se demuestra que son muy similares entre si.
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Figura 5.6. G' (Pa) y G (Pa) vs Frecuencia angular o (rad/s) a los 60 dias posteriores al inicio de la dieta

En la figura 5.7, se observa que todos los grupos tienen un comportamiento viscoelastico,
predominando el grupo “Alto” sobre los otros dos grupos, esto concuerda con lo reportado por
Moreno 20111%. Donde se demuestra que la sangre al contener un mayor nivel de colesterol
esta tendrd un comportamiento viscoelastico mayor que la sangre que contenga un menor
nivel de colesterol.
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Figura5.7. G' (Pa) y G (Pa) vs Frecuencia angular o (rad/s) a los 75 dias posteriores al inicio de la dieta

Finalmente en la Figura 5.8, se observa que el comportamiento elastico es muy similar los
grupos “Blanco” y “Medio”, siendo el grupo “Alto” el que menor Vviscoelasticidad
presenta;Se puede apreciar que conforme va pasando el tempo los moédulos de todos los

grupos tienden a ser cada vez mas similares entre si.
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El comportamiento reoldgico de la sangrese presenta en la Figura 5.9, donde se muestra la
evolucion delmdduloeléstico (G") a una frecuencia constante de 1 rad/s contra el tiempo de
duracion de la dieta, y se observa que la magnitud del médulo elastico disminuye del dia 15
al dia 30, posterior al dia 30 se presenta un incremento significativo, particularmente el
grupo de “Alto” del dia 45 y hasta el dia 60 se tiene un ligero decremento, para finalmente
al dia 75 una nuevadisminucién del mddulo elastico (G’). Lo anterior se puede explicar
desde el punto de vista del metabolismo de las ratas, ya que se presenta la fase de
almacenamiento del colesterol en tejido adiposo, y es por ello que no se observan grandes
diferencias en el comportamiento de la sangre. Un ejemplo de ello se muestra en la Figura
5.10 donde se observo que en una de las ratas del grupo “Alto” que hay una acumulacioén

adiposa renal.
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5.2 Pruebas de corte simple en estado estacionario

Las Figuras 5.11-5.15presentan la evolucion del esfuerzo de corte en las pruebas de corte
simple en estado estacionario (pruebas destructivas), donde se puede apreciar que todas
ellas tienen un comportamiento adelgazante al flujo (n<1). Debido a que las fuerzas que
mantienen a las células de la sangre interactuando se van debilitando conforme la rapidez
de corte aumenta. En la zona de rapidez de corte bajo,el esfuerzo de corte sea menor que en
la zona donde la rapidez de corte es mayor. Es decir, que en algunos casos suele mostrar un
esfuerzo de cedencia a baja rapidez de deformacion, y el esfuerzo de corte incrementa
paulatinamente a medida de que aumenta la rapidez de deformacion. Las curvas de flujo al

corte simple se ajustan adecuadamente al modelo de la ley de potencia (n y k).

En la Figura 5.11, se observa que el esfuerzo de corte del grupo “Blanco” es mayor que la
de los grupos “Medio” y “Alto”; y a su vez se muestran los parametros reologicosobtenidos

de la ley de la potencia (n y k), donde se comprueba el comportamiento adelgazante de la

sangre.
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Figura 5.11. Esfuerzo de corte (Pa) vs Rapidez de deformacion (s™) a los 15 dias posteriores al inicio de la dieta
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En la Figura 5.12, se observa que el esfuerzo de corte del grupo “Alto” predomina
ligeramente sobre los otros grupos, y a una rapidez de deformacién de <10 s se alcanza a
apreciar que tiene posiblemente un esfuerzo de cedencia, es decir que a ese esfuerzo
aplicado la sangre comienza a tener una menor resistencia al flujo ya que comienzan a
alinearse las particulas sélidas (células) contenidas en la sangre.
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Figura 5.12. Esfuerzo de corte (Pa) vs Rapidez de deformacién (s™) a los 30 dfas posteriores al inicio de la dieta.

En la figura 5.13, se observa una gran predominancia del grupo “Alto” (k>)respecto al
grupo “Blanco” “Medio” en toda la ventana de observacion (1- 300 s™), y los Gltimos dos
tienen un comportamiento muy similar ente si.
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Figura 5.13. Esfuerzo de corte (Pa) vs Rapidez de deformacion (s™) a los 45 dias posteriores al inicio de la dieta

En la Figura 5.14, se observa que los tres grupos tienen un comportamiento similar
predominando el comportamiento del grupo “Blanco” sobre el grupo “Medio” y “Alto”.Los
parametros reolégicos del modelo de la ley de la potencia son muysemejante entre si.
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Figura 5.14. Esfuerzo de corte (Pa) vs Rapidez de deformacion (s™) a los 60 dias posteriores al inicio de la dieta
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En la Figura 5.15, todos los grupos tienen un comportamiento reolégicomuy similar, solo

encontrando una pequena diferencia en el grupo “Medio” a baja rapidez de deformacion

donde presenta un posible esfuerzo de cedenciaa los 1 s™.
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Figura 5.15. Esfuerzo de corte (Pa) vs Rapidez de deformacion (s™) a los 75 dias posteriores al inicio de la dieta

Finalmente, en la Figura 5.16 se observa que el grupo “Medio” y “Blanco” tienen un
comportamiento mecénico al flujo similar, y por encima del grupo “Alto”.Similar a lo
reportado en las pruebas oscilatorias, que conforme va transcurriendo el tiempo el
comportamiento mecanico al flujo de todos los grupos tienden a converger.
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Figura 5.16. Esfuerzo de corte (Pa) vs Rapidez de deformacién (s™) a los 105 dias posteriores al inicio de la dieta

En general, en las figuras anteriormente mencionadas, se puede observar que no existe una
gran diferencia entre cada grupo de ratas, y que el grupo “Alto” que ha sido alimentado con
la dieta rica en grasa, no siempre tiende a tener los niveles mas altos de colesterol ni
tampoco tiende a serel grupo que mayor esfuerzo de corte presenta. Para ser mas evidente
este efecto y las diferencias entre cada grupo se presentala Figura 5.17donde se compara el
esfuerzo de corte a una rapidez de deformacion constante (1 s™) a lo largo del tiempo de

duracion de la dieta.
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Figura 5.17. Esfuerzo de corte (Pa) a rapidez de deformacion fija (1 s™) vs tiempo de duracion de la dieta (dfas)

Al comparar los resultados, el nivel de colesterol de la sangre de rata con el esfuerzo de
corte sin considerar el factor del hematocrito, tenemos que: a un valor alto de colesterol
corresponde a un esfuerzo de corte mas bajo y a un valor de colesterol bajo, corresponde un
esfuerzo de corte mayor. Esto se puede ejemplificar en la Figura 5.18, dondea los 45 dias
posteriores al inicio de la dieta todos los grupos muestran un valor del esfuerzo de corte
mayor que en cualquier otro punto; aunque de manera mas significativa el grupo “Alto” que
tiene un méximo esfuerzo de corte pero que a su vez presenta un nivel de colesterol menor
gue en cualquier otro punto.De lo anterior se infiere que de manera significativa, las
diferencias entre el esfuerzo de corte y el nivel de colesterol tienen una variable que no ha

sido determinada hasta el momento para ratas, como lo es el hematocrito.
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5.3 Analisis del hematocrito

Debido a lo anterior, se decidié hacer las mismas pruebas reoldgicas con diluciones de
hematocrito de 20, 40, 60, 80 y 100 (%); con un nivel de colesterol constante de 38.6
mg/dL, para determinar la variacion existente con respecto al hematocrito y el colesterol.
De los resultados obtenidos, se puede afirmar que: en las pruebas de pequefia amplitud de
deformacion (Figura 5.19) predomina el modulo viscoso (G”) sobre el modulo eléstico (G)
para todas las diluciones, lo cual concuerda con los resultados obtenidos anteriormente conel
“pull”de las muestras de sangre de rata obtenidas durante el tiempo de duracién de la dieta,
el mddulo elastico como el viscoso tienen significativas variaciones dependientes de la
concentracion de la dilucion; a mayor hematocrito los mddulos vicoelasticostienden a tener
un valor mayor.Por otro lado,en las pruebas de corte simple en estado estacionario (Figura
5.20) se observa que tiene un comportamiento adelgazante (n<1) y es clara la dependencia
que tiene el hematocrito y el esfuerzo de corte de la sangre, esto quiere decir que a mayor
hematocrito mayor esfuerzo de corte de la sangre debido al efecto de la concentracion de
células contenidas en la misma, ya que tienden a adherirse entre si formando columnas

denominadas rouleaux.™*”!
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Asi pues, se observa que la concentracién de las células tiene una dependencia directamente
proporcional con los mddulos elastico y viscoso, asi como con el esfuerzo de corte. Por lo
anterior, se decidio analizar las muestras de sangre obtenidas y determinar el hematocrito

contenido en cada una de ellas y se obtuvo los siguientes resultados (Tabla 5.2 y Figura
5.21).

Grupo /Tiempo (dias) 15 30 45 60 75 105

Blanco 60 5348 5142 543 67.74 60.41
Medio 53 6551 511 56.8 64.28 58.13
Alto 46.5 53.33 41.46 59.37 61.53 59.09

Tabla 5.2. Concentracion de hematocito (%) durante el tiempo de duracién de la dieta de los tres diferentes grupos
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Figura 5.21. Hematocrito (%) vs Tiempo de duracion de la dieta (dias)

Estos resultados al compararlos con las hemorreoldgias obtenidas del “pull” de los
diferentes grupos de ratas durante el tiempo de duracion de la dieta tenemos que, los
resultados sin hacer las consideraciones del hematocrito si se ven afectados ya que como se
menciond anteriormente existe una relacion directa con el contenido del mismo, al hacer el

analisis de hematocrito en las muestras tenemos; que en la mayoria de estas, el grupo

38



Blanco es quien tiene el mayor porcentaje de hematocrito en la sangre, pero un nivel de
colesterol menor. Lo anterior explica porque este grupo es el que presenta los mayores
modulos viscoelasticos y valores de viscosidad de corte en casi todas las muestras de sangre
analizadas en la fase experimental. Es decir, al dia 45 posterior al inicio de la dieta, resulto
tener un esfuerzo de corte mayor el grupo “Alto”, con mayor hematocritoy a su vez una
cantidad menor de colesterol (Figura 5.22), esto puede ser atribuidocomo ya se menciono
previamente a el estrés oxidativo de la sangrepresente 7 ya que los eritrocitos son los
encargados de transportar el oxigeno a los tejidos y al haber en la sangre mayor contenido
de colesterol incide en el dafio de los componentes celulares; por ende esto ocasiona una
deformacion de las células o bien que propicie a la formacién de ateromas, disminuyendo
asi la cantidad de células presentes en la sangre. También se compard el porcentaje de
hematocrito con el esfuerzo de corte a una rapidez de deformacién fija de 1 s, donde
observamos que si son congruentes nuestros resultados hemorreolégicos debido a su

dependencia con el hematocrito(Figura 5.23).
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5.4 Curvas maestras (concentracion-tiempo)

Finalmente, se aplicd en este tipo de sistemas una doble superposicién de concentracion-
tiempo, realizandocurvas maestras de sangre de rata en las pruebas oscilatorias de baja
amplitud de deformacioén y de corte simple en estado estacionario (Figura 5.24).La sangre
utilizadade referencia mantiene un nivel de colesterol total constante (38.6 mg/dL), y las
variaciones de hematocrito son de 20-100%.En una zona de bajarapidez de deformacion, la
viscosidad cortante y la viscosidad compleja se empatan.Es decir, la estructura interna del
fluido permanece estable; la magnitud de las interacciones transitorias es mayor que el
esfuerzo aplicado.A una rapidez de deformacién aproximadamente > 10 s*, el
comportamiento de las curvas comienza a separarse, esto se debe a que se sobre pasa el
esfuerzo minimo en el cual las interacciones son estables. Se hace evidente que la regla de
Cox Merz se cumple a bajos flujo. Esta regla establece que la dependencia de la rapidez de
deformacion de la viscosidad compleja |n*| enestado estable es igual a la dependencia de la

frecuencia angular dela viscosidad .
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6 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Existen cambios en el nivel de colesterol en la poblacion de estudio, los que pueden estar
asociados a:

1) EIl metabolismo de las ratasya que este es muy acelerado y solo ingieren la cantidad
de alimento que requiere el cuerpo para satisfacer sus necesidades.

2) La formacion de ateromas en distintas partes del cuerpo de las ratas, esto hace que
los excesos del nivel de colesterol no se vean reflejados en la cantidad de colesterol
presente en la sangre.

3) Al estar las ratas en grupo y tener un unico sito de alimentacion, existe competencia
por el alimento provocando que unas consuman una cantidad mayor que otras, de esto
deriva que en el mismo grupo hubiera ratas que tienen un menor o mayor peso que la
mayoria de las ratas. Lo anterior infiere de manera significativa en los resultados del
nivel de colesterol ya que se trabajo con “pulls” de la sangre de rata.

La sangre independientemente de la especie y del nivel de contenido de colesterol es un
fluido complejo, de tipo adelgazante al flujo (n<1), con posible esfuerzo de cedencia; asi
como en todo momento G ">G’,es decir que la sangre presenta propiedades viscosas
predominantes sobre las elasticas.Particularmente la sangre de rata del grupo Alto, posee un
comportamiento pseudo-solido; el cual puede estar asociado a interacciones fisicoquimicas
de las moléculas de colesterol presentes en el medio sanguineo durante tiempos largos.El
comportamiento que se aprecia en las hemorreologiasesta asociado directamente con la
correlacion: colesterol total-hematocrito.

Las evaluaciones hemorreoldgicas y bioquimicas resultan eficaces para establecer patrones
de manera cualitativa y cuantitativa de la estructuracion sanguinea con diversos niveles de
colesterol dentro de este tipo de sistemas bioldgicos.

Es posible establecer el contenido de hematocrito en la sangre, conforme a las curvas
maestras de superposicion tiempo-concentracion desarrolladas en este estudio.

Hay variaciones del comportamiento reoldgico de la sangre de rata, por lo cual es posible
determinar mediante un método mecénico el nivel de colesterol en sangre; Aunque aun es
necesario realizar un estudio similar con mamiferos mas grandes, que tengan el
metabolismo con una mayor similitud a la del humano, este método mecanico ya esta
preestablecido para humanos tal como lo reporta Moreno 2013, y se podria aplicar en un
futuro inmediato.

Este estudio hemorreoldgico en sistemas bioldgicos complejos, permite establecer bases
para el futuro disefio y aplicacién de farmacos en fluidos con caracteristicas reoldgicas
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idénticas a las de la sangre: Fluidos nutrimentales endovenosos (para problemas digestivos
que provocan cancer), disefio de apdsitos, aplicacion de nanoparticulas cargadas con
principios activos a sangre con alto colesterol, etc. Estas enfermedades tienen un gran
indice de incidencia en México y el empleo de este método representaria un gran avance
para el pais en cuanto a medicina preventiva confiere.
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