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RESUMEN

La deformabilidad del eritrocito (cuyo tamafio es del orden del didmetro de los vasos
sanguineos mas pequefios), juega un papel muy importante en la microcirculacién, ya que
tiene que deformarse lo suficiente para pasar por las arteriolas y capilares, para luego regresar
a su estado inicial en las vénulas, y asi llevar a cabo el transporte de gases (02, CO3) hacia y
desde los tejidos a la ventilacion pulmonar. La alteracion en esta propiedad estd asociada a un
cambio reoldgico del mismo cuando se encuentra inmerso en altas concentraciones de
glucosa, como sucede en la Diabetes Mellitus. Esto tiene como consecuencia la disminucidn en
la perfusion sanguinea e hipoxia celular, disfuncion del endotelio vascular y agregacion celular,
resultando en una disminucién de la vida media del eritrocito. Es por ello que en este trabajo
se evalud la elasticidad asociada a la deformabilidad del eritrocito en pacientes diabéticos y
sujetos control, con el propdsito de implementar un parametro que indique el riesgo vascular
al que se encuentran sometidos los pacientes.

Los resultados citométricos muestran un aumento de tamafo y alteraciones en la
forma del eritrocito de pacientes con diabetes mellitus tipo 2, comparados con los sujetos
control. Incluso hay diferencias significativas entre eritrocitos de pacientes diabéticos tratados
con insulina, glibencamida y aquellos sin tratamiento médico.

La elasticidad, asociada con la deformabilidad de los eritrocitos (discocitos) de
pacientes con diabetes mellitus tipo 2 insulinodependientes estudiados en este trabajo es
aproximadamente el doble del caso control, lo que indica que el sistema membrana-
citoesqueleto de los eritrocitos de pacientes con este padecimiento es mas eldstico que el caso
control durante la deformacién, ya que posteriormente pierden sus propiedades el3sticas
porque se rebasa su limite elastico, comportandose de forma plastica hasta lograr su ruptura.
En cambio, los eritrocitos de sujetos control siguen siendo elasticos antes y después de la
deformacién.



CAPITULO 1

ANTECEDENTES

1.1 DIABETES MELLITUS (DM)

La Diabetes Mellitus (DM) es un sindrome caracterizado por alteraciones en el metabolismo de los
carbohidratos que surge como consecuencia de diversos factores como predisposiciones genéticas y/o
ambientales, dependiendo del medio en el que se desarrolle el individuo. Esto resulta en una variacion
excesiva de los niveles de glucosa, ya sea hiper o hipoglucemia, lo que ocasiona la aparicién y progresion
de las complicaciones vasculares en la diabetes mellitus [1]. La presencia de genes anormales o
polimorfismos que ocasionen el deterioro de la sensibilidad a la insulina, como la obesidad y otros
factores genéticos predisponentes, no necesariamente son determinantes para este padecimiento; sin
embargo, esta reportado que incrementan el riesgo [2].

La insulina es una hormona que se produce en las células beta del pancreas. Inicia, a través del
receptor para insulina presente en la mayoria de las células (como el higado, musculo, adipocito,
incluyendo al eritrocito), una cascada intracelular de sefializacién para expresar al transportador de
glucosa (GLUT) en la membrana, y, a través, de esta proteina se internaliza la glucosa, ya sea para ser
utilizada como fuente energética en la glucdlisis o para almacenarla como glucdgeno (que es un
polisacarido de reserva energética, formado por cadenas de glucosa), en el higado y en el musculo. Este
mecanismo mantiene los niveles de glucosa en plasma entre 70 — 105mg/dL (3.89 — 5.83 mmol/L)
[3]. Cuando no hay insulina, hay en menor cantidad o no se expresa el receptor para la misma o los
GLUT, la glucosa no se asimila; por lo tanto, las concentraciones de glucosa plasmaticas aumentan
provocandose un desequilibrio metabdlico generalizado dando lugar a las primeras manifestaciones de
la DM. En pacientes diabéticos los niveles de glucosa se mantienen por encima de los 130 mg/
dL (20 mmol/L) [4]; incluso, un nivel de glucosa por arriba de los 100 mg/dL en un adulto joven
(tomando en cuenta el indice de masa corporal, < 25, y los triglicéridos, 150 mg/dL), puede ser un
factor determinante para el riesgo de padecer DMT2 [5].

La diabetes se desarrolla debido a una disminucién de la produccién de insulina (Tipo 1) o
resistencia a sus efectos (Tipo 2 y gestacional). Ambas llevan a la hiperglucemia que causa los siguientes
sintomas debido a un aumento en la osmolaridad de la sangre: polidipsia (incremento de la sed), poliuria
(aumento en la produccidn de orina), polifagia (necesidad en la ingesta de alimentos por la deprivacion
celular de glucosa), pérdida de peso (por el consumo secundario del tejido graso) y letargo [6].



1.1.1 Clasificacion de la Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus Tipo | (DMT1)

El sistema inmunolégico ataca las células beta del pancreas, encargadas de producir la insulina, por una
susceptibilidad o predisposicion genética, ademds de existir la posibilidad de un factor desencadenante
ambiental (infeccidn viral, estrés, toxinas, etc.), tras el cual aparece el proceso inmunoldgico frente a las
propias células beta, que son destruidas.

Los anticuerpos que estan presentes en la reaccién inmunoldgica pueden ser detectados en el
plasma sanguineo durante meses, incluso afios antes del desarrollo de esta enfermedad; por lo tanto se
consideran marcadores de un estado prediabético.

Debido a que la DMT1 se desarrolla mds comunmente en nifios y jévenes se le ha denominado
Diabetes Juvenil. Ademas, ya que estos individuos no pueden producir la insulina, requieren de un
suministro externo de ésta para regular los niveles de azlcar, por esta razéon también se le ha
denominado Diabetes Insulinodependiente.

Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2)

En esta clasificaciéon la DM es producida por una disminucidon de la produccidon de insulina o de la
interaccion con su receptor. Generalmente inicia en la edad adulta y se considera un sindrome
progresivo caracterizado por tres componentes: resistencia a la accion de la insulina en el musculo;
déficit no autoinmune de la secrecion de insulina por la célula beta, es decir, poca produccién de la
hormona; y aumento agudo de la produccion hepatica de glucosa (secundaria a estimulacion
adrenérgica).

En la DMT2 la deficiente produccién de insulina y, por ende, la baja funcionalidad de ésta, hace
gue se vea afectado gravemente el metabolismo celular, debido a que no hay glucosa disponible para
utilizar como energia en los procesos celulares; esto resulta en un aumento de acidos grasos para ese fin,
originando cuerpos ceténicos, que son productos de desecho que causan una elevacién excesiva del
nivel de acido en la sangre, ocasionando cetoacidosis diabética y triglicéridos; ademas de un descenso en
la concentracidén de lipoproteinas de alta densidad (LDH por debajo de 35mg/dL), contribuyendo esto al
riesgo de dafio vascular.

Diabetes Mellitus Gestacional (DMG)

Esta se desarrolla durante el embarazo. Aunque no se conoce la causa especifica, se sabe que las
hormonas producidas en la etapa gestacional reducen la capacidad que tiene el cuerpo de utilizar y
responder a la accion de la insulina.

La DMG afecta del 3 al 10% de mujeres embarazadas; sus bebés nacen con niveles muy altos o
muy bajos de glucosa también, que hacen que aumenten de peso (sindrome de bebé macrosémico),
ademas de que pueden nacer con ictericia, enfermedad producida por los altos niveles de bilirrubina en
la sangre (subproducto de la degradacién de la hemoglobina por muerte de los eritrocitos) (Figura 1).
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Figura 1. Diabetes gestacional [7].

1.1.2 Consecuencias vasculares de la DM.

La duracién de la diabetes se ha considerado la causa por la que se desarrollan problemas
cardiovasculares como la retinopatia, nefropatia, neuropatia diabética, pie diabético, entre otras. Ya que
durante las primeras dos décadas del desarrollo de la DM, casi todos los pacientes con DMT1 y mas del
80% de la DMT2 cursan con complicaciones microvasculares. El sistema vascular es una extensa e
intrincada red de vasos de diferentes calibres, en donde la mayor extensiéon se encuentra en el lecho
arteriolar y capilar, como se puede observar en la siguiente figura [8].

Figura 2. Disecciones anatdmicas de Gunter Von Hagen [9].
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Retinopatia Diabética (RD)

La RD es una microangiopatia progresiva, consecuencia de la DM en etapa crdnica, caracterizada por
lesiones y oclusion de vasos retinales pequefios [10].

La retina recibe la sangre de dos fuentes independientes: los vasos sanguineos localizados en el
centro de la misma y la base vascular coroidal (Figura 3a). La ultima estructura suministra un tercio de la
parte externa de la retina, el epitelio pigmentario y la capa fotoreceptora y plexiforme. Los otros dos
tercios de la retina son alimentados por los vasos centrales de la misma, que entran y salen del globo
ocular mediante el nervio dptico (Figura 3b).

Los capilares retinales tienen un didmetro que varia entre 5 — 10um, y su pared endotelial de
0.1 — 0.3um de espesor [11]. Durante la diabetes estas estructuras se ven severamente afectadas, ya
gue se engrosa la membrana basal del endotelio capilar, disminuyendo la luz de los mismos produciendo
aneurismas (Figura 4) y ruptura de los capilares; ademas hay pérdida de células epiteliales de la retina
gue ocasiona la filtracién de lipidos y liquidos.

El deterioro en los capilares que van mas alld de la retina corresponde a la llamada RD no
proliferativa, que se caracteriza por la presencia de isquemia retinal, debido a la oclusién de capilares, lo
gue desencadena la formacién de nuevas vascularizaciones alrededor del nervio éptico, extendiéndose
en el cuerpo vitreo. Estos neovasos son histolégicamente diferentes a los retinales, son mas fragiles y, en
consecuencia, tienden a romperse, ocasionando filtracion extravascular, hemorragias y desprendimiento

de la retina. La RD proliferativa persiste sélo en la retina y no pasa mas alla de la membrana interna que
la limita [12].

Coroides

Esclerdtica

NASAL TEMPORAL

Cémea Vénula temporal
superior de la

Papila del nervio retina

éptico
“upila

Arteriola
temporal
superiorde la
Arteriola nasal . retina
inferior de la
retina

Cristalino

lumer
acuoso
Nervio ;ef::l::::;:oral Févea central

dptico
retina

Humor vitreo Punto ciego
(disco dptice)

(a) (b)

Figura 3. (a) Estructura ocular. (b) Arterias y venas de la retina [13].
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Macula Optic disk Hemorrhage Aneurysms
Figura 4. Ejemplo de aneurismas y ruptura de los capilares [11, 14].

En general, la retinopatia diabética es la mas evidente manifestacion microvascular de la DM,
principal causa de morbilidad en los pacientes diabéticos, y de ceguera, en adultos mayores, lo cual
disminuye la calidad de vida.

Esta enfermedad transcurre de forma silente y se manifiesta cuando ya esta avanzada, limitando
la vision o desprendiendo la retina. Su incidencia, como ya se menciond anteriormente, aumenta con la
duracidn del sindrome de la DM, alcanzando del 80 — 99% de los casos en los primeros 20 afos. La alta
frecuencia de la retinopatia diabética al diagndstico de la DMT2, se debe a que este padecimiento se
inicio de 4 a 7 anos antes del diagndstico clinico. A los 10 afios de enfermedad se calcula que del 20 al
30% de los pacientes diabéticos presentan RD, creciendo al 80% cuando se llega a la segunda década.

En el caso de la DMT1, a los 5 afios de diagndstico de este padecimiento se ha encontrado que el
25% de los pacientes padece RD, y crece hasta el 100% al llegar a los 20 afios de evolucién.

Nefropatia Diabética (ND)

Esta complicacion aparece en cualquiera de las clasificaciones de la DM y esta acompanada de RD e
hipertension arterial. La presencia de la ND se asocia con un riesgo de muerte cardiovascular de 20 a 40
veces mayor que si no se tuviera nefropatia. La incidencia, como la RD, aparece con la duracién de la
diabetes. En el caso de la DMT1, la ND corresponde al 30% de los casos, oscilando entre el 10 y el 40% en
la DMT2 [15].

La ND es una insuficiencia renal crénica (Figura 5). Sin embargo, en el caso de la DMT1, la ND
viene acompafada de: hiperfiltracién, nefromegalia, nefropatia incipiente, nefropatia manifiesta e
insuficiencia renal. La duracién de cada estadio varia entre 3 y 6 afios. Durante los tres primeros se
puede detectar un aumento en la albumina: 30-300mg/dia, o 20-200ug/min, a esto se le llama
microalbuminurria y va incrementandose hasta que se presenta la proteinuria, y con ello la fase de
nefropatia manifiesta. Los pacientes diabéticos con evidencia de nefropatia tienen de 5 a 10 veces mas
alta incidencia de retinopatia. Por lo tanto, la albuminuria en la sangre no sdlo se asocia con el dafio
renal, sino con el cardiovascular, como sucede en la DMT2.
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Figura 5. Comparacién entre rifién sano y con enfermedad renal [16].

Un indicativo de fallo renal es la presencia de albumina en la orina, lo que indica una pérdida de
la capacidad de filtracion en donde moléculas de alto peso como la albumina, son eliminadas en
condiciones normales. Esta es la proteina principal de la sangre y la mas abundante en el ser humano.
Durante el dafio renal se producen anormalidades tanto metabdlicas como vasculares, ya que existe la
presencia de éxido nitrico (NO) que indica reactividad endotelial. Conforme el padecimiento progresa,
comienza la macroalbuminuria o proteinuria: la cantidad de albumina aumenta, la funcidn eficaz de
filtracion comienza a caer, resultando en la retencidn de varios desechos y el incremento de la presién
arterial para compensar el proceso de daio.

Los marcadores de esta disfuncidn son, entre otros, la urea nitrogenada y creatinina, ya que son
sustancias de desecho que normalmente se excretan por los riflones. La urea se produce a partir de la
degradacién de las proteinas, su nivel normal en la orina es de 7 — 20mg/dL. La creatinina es un
metabolito de la creatina que se encuentra en el musculo esquelético. El nivel normal va de 0.8 —
1.4 mg/dL (las mujeres tienen una creatinina mas baja porque usualmente tienen menos musculo que
los hombres). El descenso de la creatinina se asocia con el bajo volumen de musculo esquelético. Este
funciona principalmente a base de glucosa, si en la DM hay altas concentraciones de glucosa pero no hay
insulina suficiente para asimilarla, el musculo disminuye su volumen y, por lo tanto, baja la cantidad de
su producto de degradacion: creatinina [17].

Neuropatia Diabética (NeD)

Es el resultado de la isquemia debido al dafio microvascular, que afecta directamente a los nervios,
traduciéndose esto en la pérdida de la sensibilidad (disestesia). Esto conlleva a la poca percepcién de las
Ulceras que se producen en cualquier parte de la piel dafiada. El pie diabético es la lesidon externa mas
observable y frecuente que cursa con infecciones muy severas [18].
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Figura 6. Representacidn del dafio vascular en el pie diabético [19, 20]

Las causas que la desarrollan son: factores metabdlicos como alta glucosa en sangre y pérdida de
la sensibilidad, lo que ocasiona que las lesiones resulten en infecciones bacterianas que se potencian por
la alta glucosa y la pérdida de la oxigenacién del tejido. La inflamacion de los nervios produce dafios
mecanicos a los mismos, representandose como el sindrome de tunel carpiano, en donde el nervio que
va del antebrazo hasta la mano se atrapa dentro del tunel carpiano, a nivel de la mufieca, y se presiona,

disminuyendo la sensibilidad y movimiento de algunos dedos; factores hereditarios que aumentan la
susceptibilidad al dafio nervioso, y factores de vida como fumar o tomar alcohol.

La NeD puede ser periférica [21], que causa dolor y pérdida de la sensibilidad en las
extremidades (pie diabético), ademas de pérdida de balance y coordinacién; la neuropatia autonémica
causa cambios en la digestidn (constipacion), disminucion o deterioro de la funcidén sexual, transpiracion
(no hay regulacion de la temperatura corporal), afecta los nervios del corazén que ayudan al control de
la presion y control de la glucosa, dafia la sensibilidad de la pupila a la luz; la neuropatia proximal causa
dolor en muslos, caderas o nalgas y debilita las piernas, causando incapacidad de pararse o sentarse sin
ayuda; la neuropatia focal debilita un nervio o grupo de nervios causando debilidad muscular, doble
vision, paralisis facial, dolor en la espalda, pelvis, pecho, estdmago, pies, etc. Esta ultima es la mas

dolorosa e impredecible que ocurre en los pacientes con diabetes muy avanzada, sobre todo si son
adultos [22].
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Figura 7. Neuropatia periférica (izquierda) y autonémica (derecha) [18]



1.1.3 Epidemiologia de la DM en el mundo
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Figura 8. Personas entre 35 y 64 aiflos con DM y proyeccidn a 30 afios [23].
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Figura 9. Prevalencia estimada de diabetes [%] en personas de 20-79 afios por regiéon mundial, comparativa
entre 2010 y 2030 [9] .
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Figura 10. Muertes atribuidas a la DM respecto al porcentaje total de muertes en el mundo [9]*.

" AFR (Africa), WP (Pacifico Occidental), SACA (Sur y Centro de América), EUR (Europa), SEA (Sureste de Asia), MENA
(Medio Este y Norte de Africa), NAC (Norteamérica y Caribe).
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Como se observa en las figuras anteriores, Norteamérica y el Caribe son las regiones con mayor
prevalencia de DM y muertes asociadas a dicho padecimiento, ocupando un 11.7%. México se
encuentra dentro de los primeros lugares de alta prevalencia en DM, sobre todo tratdndose de la
poblacién mayor a 35 anos.

Figura 11. Prevalencia de DM en el mundo [%] (35 a 80 afios de edad) [9].

1.1.4 Estadisticas en México

La DM es de las principales causas de mortandad y morbilidad en México en la poblacidon adulta,
ocupando el noveno lugar en el numero de enfermos con DMT2 a nivel mundial. Aproximadamente el
70% de los individuos que la padecen, mueren de complicaciones cardiovasculares ocasionando un
minimo de 70 mil de defunciones anuales en el pais [24], es decir, 12 casos por hora; de continuar este
ritmo, en 2012 moriran casi 100 mil mexicanos por esta causa.
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Figura 12. Las areas con linea representan las proporciones de muertes que estan relacionadas con la diabetes,
enfermedades cardiovasculares, tabaco, etc. [24]

Hasta el 2007 se ha encontrado que en las poblaciones de personas mayores de 60 afios en
México, el 16.4% de las defunciones se debe a la DM, ocupando el segundo lugar después de las
enfermedades del corazon.
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Enfermedades del corazén 22.5

Diabetes mellitus 16.4

Tumores malignos 13.4
Enfermedades cerebrovasculares

Enfermedades del higado

Enfermedades pulmonares obstructivas crénicas
Accidentes

Influenza y neumonia

Desnutricidn y otras deficiencias nutricionales

Insuficiencia renal

Bronquitis cronica y la no especificada, enfisema y asma

Figura 13. Distribucidn porcentual de las defunciones de la poblacién de 60 afios y mas por causa. Estadisticas de
Mortalidad en México, 2007 [24]. Fuente: INEGI.

En el caso de la morbilidad, la diabetes ocupa el tercer lugar, luego de las enfermedades del
sistema circulatorio y las del urinario, con un porcentaje del 9.1% [24] .

Enfermedades del sistema circulatorio
Enfermedades del sistema urinario
Diabetes mellitus

Traumatismos y envenenamientos
Infecciones respiratorias agudas
Fracturas

Coleliiasis y colecistitis
Enfermedades cerebrovasculares
Hernia de la cavidad abdominal

Enf. sist. osteomusc. y tej. conjuntivo

Figura 14. Porcentaje de las principales causas de morbilidad hospitalaria, poblacion de 60 afios y mas, 2006.
Fuente: SSA, DGIS. INEGI. [25]

De acuerdo al anexo estadistico del Segundo Informe de Gobierno, se presentaron entre 2005 y
2008 la cifra acumulada de un milléon 559 mil 973 casos nuevos detectados, lo cual constituye un récord
histérico en este tema a escala nacional. Estos numeros se ven reflejados en una tasa creciente de
morbilidad, la cual pasé de 282.2 casos por cada 100 mil habitantes en el afio 2000, a una de 382 en
2007. Para dimensionar esta epidemia, debe senalarse que por cancer de mama mueren al dia 12
mujeres, mientras que por DM la proporcion es de 12 muertes por hora.
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La DM afecta en mayor medida a las mujeres, pues del total de decesos, en 2005 representd mas
del 16% a causa de la diabetes. Para los hombres, el porcentaje fue de 11.3% [26].
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Figura 15. Fuente: INEGI. Estadisticas vitales, 2007. Base de datos [26].
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1.2 ORIGEN DEL ERITROCITO

1.2.1 Hematopoyesis.

Es el proceso por el que se desarrollan todas las células sanguineas maduras a partir de células
precursoras (Figura 16). Se divide en: leucopoyesis, plaquetopoyesis y eritropoyesis.
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Figura 16. Hematopoyesis. Ocurre en la médula 6sea, la velocidad de produccién estd regulada por la
eritropoyetina que secreta el rindn. Comienza por la célula madre pluripotencial, que forma diversas colonias, las
cuales posteriormente se diferencian hasta llegar a las células maduras [27].

En la edad adulta del ser humano, la hematopoyesis tiene lugar en la médula dsea, sobretodo del
craneo, costillas, esterndn, columna vertebral, pelvis y los extremos proximales de los fémures. Sin
embargo, antes de la madurez y durante las distintas etapas de desarrollo puede darse en otras
localizaciones; por ejemplo, en el embridn, las células sanguineas primitivas se producen en el saco
vitelino y mas tarde, en el higado. Entre los 3 y 7 meses de la gestacion, la mayor actividad
hematopoyética tiene lugar en el bazo. A medida que se desarrollan los huesos durante los meses 4° y 5°
se inicia la formacion de granulocitos y plaquetas en las cavidades medulares, mientras que la
eritropoyesis se inicia hacia el 7° mes. En el momento del nacimiento, la hematopoyesis es mision de la
médula dsea, aunque el higado y el bazo pueden reanudar esta actividad en caso necesario [28].

Se producen aproximadamente 150-450 mil plaquetas por cada uL de sangre al dia. Estas son
muy importantes para la coagulacién sanguinea por su capacidad de agregacidon unas con otras en
respuesta a diversos estimulos.

Alrededor de 4 — 11mil leucocitos por cada uL de sangre, son producidos diariamente. Se
dividen segun su citoplasma y forma del nidcleo en dos categorias: granulocito, que ataca y fagocita
sustancias extrafias. Presenta granulos en su citoplasma, tiene un nucleo redondeado y lobulado, y se

19



divide asi mismo en: neutrdfilo (mas abundante y con un didmetro aproximado de 12 — 18um), el cual
destruye microbios y responde a estimulos inflamatorios; el eosindfilo (con un didmetro de 10 — 12um),
regula la respuesta alérgica y la reaccién de hipersensibilidad; y el basdfilo (tiene un didmetro de 10um),
participa en la respuesta inmunitaria segregando heparina (anticoagulante) e histamina (estimula el
proceso de inflamacién). Los agranuclocitos son células con nucleo definido y sin granulos. Se divide en:
monocito (cuyo tamafo varia entre 7 y 15um, y representa entre 4 y 8% de la sangre), su funcion es
fagocitar microorganismos o restos celulares; linfocito (con un didmetro entre 7 y 15um, representa
entre el 24 y 32% de la sangre), es el encargado de la inmunidad especifica o adquirida ya que posee
receptores para antigenos especificos. Los linfocitos B son los responsables de la respuesta humoral:
produccion de anticuerpos, proteinas (inmunoglobulinas) que se adhieren al agente patdgeno,
permitiendo que los glébulos blancos puedan localizarlo y destruirlo con mayor rapidez. Los linfocitos T
ayudan a detectar los antigenos (Figura 17).

Y, finalmente, se producen de 4.8 — 5.4x10° eritrocitos por uL, que son los encargados de la

respiracion pulmonar.

red blood cells

blood
vessel
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Figura 17. Elementos formes de la sangre [29]

1.2.2 Eritropoyesis

Comienza con la célula precursora llamada proeritroblasto, que contiene organelos citoplasmaticos: un
nucleo redondo central que ocupa la mayor parte de la célula (siendo ésta de un tamafio aproximado de
25um), uno o dos nucléolos y una cromatina reticulada; un aspecto importante es que carece de
hemoglobina (Figura 18a). Enseguida, esta célula pasa por tres estadios diferentes: disminucion del
tamano celular, pérdida de organelos y aumento del contenido de hemoglobina del citoplasma.

La divisién celular termina al llegar a la fase de normoblasto precoz (eritroblasto basdfilo) (Figura
18b), momento en el que el nucleo comienza a condensarse progresivamente hasta ser expulsado
durante la fase de normoblasto tardio (eritroblasto policromdtico) (Figura 18c), con 12um de didametro,
aproximadamente; tiene un nucleo redondo y central, asi como una cromatina fuertemente condensada;
ademas, en esta etapa se inicia la sintesis de hemoglobina. Posteriormente se convierte en eritroblasto
ortocromdtico (Figura 18d), que es aun mas pequefio 10um; no posee capacidad mitdtica, pero puede
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sintetizar RNA, proteinas y hemoglobina, gracias a la persistencia de algunas mitocondrias, ribosomas y

restos de reticuloendoplasma.

Enseguida se diferencia al reticulocito (Figura 18e), con un tamafio aproximado de 9um,
conservando aun restos de ribosomas, RNA mensajero y otros organelos celulares; también tiene el
nucleo que, al madurar, es expulsado y fagocitado por los macrdéfagos localizados en la médula dsea.
Luego de unos dias pasa a la sangre periférica, donde persiste 24 horas y finaliza su maduracion. Este
proceso de maduracién desde el proeritroblasto hasta el reticulocito dura de 3 a 4 dias, y es aqui donde

se termina la sintesis de hemoglobina [30].

® ot®
@ [

Figura 18. Eritropoyesis. (a) Proeritroblasto; (b) Eritroblasto basoéfilo (Ultima célula de este proceso con

capacidad mitética); (c) Eritroblasto policromatico; (d) Eritroblasto ortocromatico; (e) Reticulocito.

Finalmente el elemento resultante, eritrocito, ya no contiene ningun tipo de organelo, debido a
gue éstos se perdieron durante el proceso de maduracién. Por lo tanto, el eritrocito ya no se considera
una célula sino una bolsa o glébulo transportador de hemoglobina, por ello su color rojo caracteristico
(Figura 19). El proceso de la eritropoyesis, incluyendo la evolucién desde la célula madre al eritrocito,
dura alrededor de una semana. Su velocidad esta controlada por la hormona eritropoyetina secretada
por el rindn, y por la disponibilidad de componentes de los hematies como el hierro, acido félico,

vitamina By, y precursores de las proteinas [31].

Cuando se acerca hacia el final de su maduracidn, el eritrocito entra en contacto con el endotelio
vecino y atraviesa su citoplasma para penetrar en la circulacion y permanecer en ella durante los
siguientes 120 dias [32], en los que recorre alrededor de 300km, pasando 3,600 veces por los conductos
sanguineos y, conforme va envejeciendo, pierde fragmentos de membrana y disminuye su
deformabilidad [33]. La funcidn principal del eritrocito es transportar, a través de la hemoglobina, los
gases, O, y CO,, desde y hasta el endotelio alveolar del pulmdn, en donde se realiza el intercambio
gaseoso.
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Figura 19 Eritrocito [34]

1.2.3 Composicion del plasma sanguineo

La sangre es un tejido conjuntivo liquido de color rojo brillante, posee un pH de 7.4 y una densidad de
1.04 g/cm3. Un individuo adulto tiene aproximadamente 5L de sangre, lo cual corresponde a un 7% de
su peso.

La sangre esta formada de un fluido coloidal llamado plasma que se encarga del transporte de
elementos formes y nutrientes. Su funcién es mantener la presidon oncética, es decir, el efecto osmético
ejercido por las proteinas dentro del espacio vascular que estd delimitado por una membrana
selectivamente permeable (el endotelio). Debido a la conservacién de la energia, la energia potencial del
agua se transforma en energia cinética para dirigirse al lugar con menor potencial hidrico, es decir, a
donde haya una mayor concentracion de soluto. Por lo tanto, hay una presién oncética generada por las
proteinas del plasma y del intersticio, ya que este ultimo tiene menor concentracion de proteinas. De
esta manera se impide el paso del flujo sanguineo al exterior de los conductos. Otra de las funciones del
plasma es mantener la estabilidad del pH sanguineo, la viscosidad de la sangre, la resistencia vascular
periférica y la presidn vascular; ademas de intervenir en el equilibrio electroquimico de la concentracion
de iones.

El plasma posee un color amarillento traslicido y abarca el 55% del volumen sanguineo. Tiene
una viscosidad de aproximadamente 1.5 veces la del agua, es decir, 0.015P (1.5mPa -s). Esta
constituido por 91.5% de agua y el resto de sustancias inorganicas y organicas, tales como las proteinas
plasmdticas, que representan el 70% del plasma. De ellas, el 7% es fibrindgeno, proteina de 46nm de
longitud y un peso molecular de 340 kDa. Es una molécula fibrilar que en sus extremos tiene cargas
negativas que permiten la solubilidad del plasma y también repelen a otras moléculas del mismo,
previniendo la agregacion. Esta proteina es la responsable de la formacién de codgulos en la sangre,
transformandose en fibrina gracias a la actividad de las plaquetas. El 38% equivale a inmunoglobulinas o
anticuerpos que se emplean por el sistema inmunoldgico para identificar y neutralizar elementos
extrafios como bacterias, virus o parasitos. El 54% lo ocupan las albuminas, cuya funcién es mantener la
presidon oncdtica, transportar hormonas tiroideas, liposolubles; acidos grasos libres o no esterificados;
bilirrubina, farmacos, drogas, etc. Ademas intervienen en el control del pH sanguineo. El resto de las
proteinas plasmaticas, 1%, son lipoproteinas de muy baja, baja y alta densidad; protrombina, que forma
parte del proceso de coagulacion, y la transferrina que une al hierro en forma férrica.
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Dentro del plasma también se encuentran los metabolitos organicos, como: fosfolipidos
(280mg/dL), colesterol (150mg/dL), triacilgliceroles (125mg/dL), glucosa (100 mg/dL), urea
(15mg/dL), 4cido lactico (10 mg/dL), 4cido urico (3mg/dL), creatinina (1.5mg/dL), bilirrubina
(0.5mg/dL) y sales biliares (trazas); ademas de sustancias de desecho (20%), todas ellas producto del

metabolismo.

Los componentes inorganicos (10%) son el cloruro de sodio (NaCl), bicarbonato, fosfatos, CaCl,,
MgCl,, KCl, Na,SO,. Contiene ademas otros solutos (1.5%) que corresponden a sales minerales,

nutrientes, gases disueltos, sustancias reguladoras y vitaminas.
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1.3 FORMA DEL GLOBULO ROJO

El eritrocito estda formado de una membrana lipidica que contiene proteinas tanto internas como
externas; un citoesqueleto, que le da estructura y movilidad, y un interior liquido compuesto por

hemoglobina.

El eritrocito tiene una presién interna negativa de alrededor de 1/3 mm H,0, y en condiciones
de equilibrio osmdtico entre la membrana y el plasma sanguineo esa presién es la necesaria para
mantener la forma bicdncava [35]. Esto le permite disponer de mayor superficie y ocupar el minimo

volumen [36].

El espesor de la membrana es de 0.01um [37]. El eritrocito tiene un didametro de 8 — 10um
(Figura 20) aproximadamente y es capaz de deformarse tanto como para atravesar capilares de
3.33 4+ 0.17um de didmetro; el volumen medio del glébulo rojo es de 107.5 + 16.8um3 y el drea media
es de 138.1 + 17.4um? [38], el area es 25% mas grande que la minima requerida para encerrar ese

volumen [39].

7.8 pm

-

Figura 20. Forma del eritrocito. El didametro promedio del eritrocito es de 8um; tiene un grosor maximo de
2.6 — 3um y una distancia de 0.8 — 1um entre las concavidades [40, 41].

La membrana del gldbulo rojo forma una barrera entre el plasma sanguineo y la hemoglobina y
enzimas internas; es impermeable para las proteinas y productos intermedios fosforilados del
metabolismo, excepto para la glucosa, la fructosa, la manosa y la galactosa [42]. Por esta razdn, la
presion osmatica puede verse afectada, es decir, si hay una diferencia de concentraciones de soluto
entre el interior y el exterior del eritrocito, el liquido contenido en él entrard o saldra para mantener el
equilibrio osmatico (Figura 21). Esto sucede cuando se encuentra bajo un estrés mecanico (como
atravesar un capilar mas delgado): el eritrocito pierde algo de su contenido de agua, resultando en una
disminucién del volumen y recuperandolo posteriormente. De esta manera puede atravesar conductos

muy pequefios sin ser destruido [43].

La geometria del eritrocito implica que, en equilibrio, la diferencia de presiones a través de la
pared es pequena, de tal manera que la membrana puede deformarse en superficies isocdricas (a menos

gue haya un cambio osmético importante) [44].
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Figura 21. Esquema representativo de las tres principales formas que adquiere el eritrocito cuando se somete a
una diferencia de presiones. (a) hipertdnica, (b) hipotdnica, y (c) isotdnica [45]

Si la concentracién del soluto es mayor en el exterior, en relacidon al medio citoplasmatico del
eritrocito, el agua contendida en éste saldra para equilibrar presiones, de tal forma que el eritrocito se
deshidratara, adquiriendo una forma contraida y espiculada. En este caso la solucion se denomina
hipertonica y el eritrocito puede morir de deshidratacién carbdnica (Figura 22a). Para el caso de una
solucidén hipotdnica sucede exactamente lo contrario: la concentracion de soluto en el interior es mayor
gue en el medio externo del eritrocito, por lo que entra en él la cantidad de agua necesaria para llegar al
equilibrio de presiones, es decir, se produce 6smosis del liquido hacia el interior del glébulo rojo. El
resultado de esto es una hinchazén del eritrocito, pudiendo llegar hasta la hemdlisis (Figura 22b). En el
caso en que el eritrocito se encuentre en una solucidn isotdnica, es decir, en que las concentraciones de
soluto en el interior y exterior sean las mismas, o al menos, las presiones estén en equilibrio, no hay
difusion de solvente hacia ninguna direccién; en este caso se considera al eritrocito en equilibrio con el
medio (Figura 22c) [46].

Figura 22. Eritrocito en solucién hipertdnica (produce crenacion o encogimiento del eritrocito) (a), hipotdnica
(puede llegar a plasmdlisis o hemdlisis) (b) e isotdnica (eritrocitos en equilibrio osmatico) (c) [47].
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1.3.1 Anormalidades morfolégicas del eritrocito

Bajo condiciones fisioldgicas el eritrocito tiene 8um de diametro y forma discoide, por lo que también se
le denomina discocito, como se comentd previamente en la seccién anterior. Pero si hay un defecto en
las condiciones en el que éste se desenvuelve e, incluso, en su origen medular o extramedular, pueden
surgir anormalidades en el tamafio, forma y citoplasma [48].

Por lo general, en un sujeto sano el 55% de los eritrocitos son unicéncavos. Estos se derivan de la
deformacién que sufren los discocitos durante su flujo por la sangre. El 44% de los gldbulos rojos
restantes son discocitos y el 1% corresponde a otras formas que adquieren los eritrocitos, como se
describe a continuacién.

Anormalidades en tamafio (Anisocitosis).

Consiste en el aumento o disminucion del tamafio del eritrocito (Figura 23).
Hipercromicos
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Figura 23. Los Macrocitos tienen un didmetro mayor a 8.5um y los Megalocitos mayor a 12um (asociados con
deficiencia de vitamina B12 y/o acido félico, transtornos hepaticos, etc.) Los Microcitos son de 6um y estan
presentes en las anemias por su bajo contenido de Hb.[49].

Anormalidades en la forma (poikilocitosis).

Existe una variedad de agentes que pueden modificar la forma sistematicamente y reversiblemente a
volumen y area constantes: altas concentraciones de sales, alto pH, disminucién del ATP, aumento del
colesterol, aniones anfipaticos, entre otros. Las formas inducidas por estos parametros son:

o Equinocitos. Observados en pacientes con uremia, defectos del metabolismo glucolitico y en
algunos con anemia microangiopatica (Figura 24). Representan aproximadamente el 0.13% del
total de eritrocitos en la sangre de un sujeto sano [50,51]. Los acantocitos son una variacién de
los equinocitos, ya que también presentan espiculas pero asimétricas (Figura 26).

o El knizocito constituye alrededor del 0.4% del total de los eritrocitos en un sujeto normal [52].
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Figura 24. Equinocito. Presentan de 10 a 30 espiculas simétricas que pueden convertirse en vesiculas y
desprenderse del glébulo convirtiéndolo en esferoequinocito [53 (izq), 51 (der)].

o @

Figura 26. Acantocito. Estructura densa e irregularmente contraida que se presenta cuando el eritrocito se
expone a condiciones que modifican el contenido lipidico de la membrana [55].

Otro tipo de agentes que modifican la forma de los eritrocitos son los cationes anfipaticos, las
bajas concentraciones salinas, bajo pH, disminucion del colesterol, induciendo formas cdéncavas, por
ejemplo:

o El estomatocito. Presenta una depresién central elongada parecida a una boca o estoma (de ahi
su nombre) [50]. Y corresponden al estado transicional entre los eritrocitos normales y los
esferocitos [51].

o Los degmacitos corresponden a eritrocitos en los que la hemoglobina ha sido desnaturalizada y
precipitada, y suelen ser eliminados por el bazo. Estos pueden producirse durante anemias
inducidas por farmacos (Figura 28).

o Los esferocitos. Se presentan, en su mayoria, en anemias inmunohemoliticas y esferocitosis
hereditaria.

o Los microesferocitos se caracterizan por una disminucién en la relaciéon area/volumen, y un
aumento en la concentracién de hemoglobina.

o Los ovalocitos o eliptocitos son discos bicdncavos ovales, que se vuelven casi cilindricos [50].
Estdn asociados a anemias o a eliptocitosis hereditaria (Figura 30).
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El drepanocito es un eritrocito elongado con extremos puntiagudos, cuya forma se relaciona con
la concentracion de desoxi-hemoglobina (Figura 31).

El dacrocito es un eritrocito en forma de gota, esta asociado a las anemias y a la hematopoyesis
extramedular (Figura 32).

El esquizocito se asocia a la coagulacion vascular diseminada.

Los queratocitos, parcialmente fragmentados, cuyo contenido de hemoglobina no ha sido
alterado, se asocian a anemias hemoliticas microangiopaticas (Figura 33).

RS Oﬁ@

Figura 27. Estomatocito. La entrada de sodio excede la del potasio y la membrana gana cationes de agua que la
hinchan. Esas invaginaciones concavas eventualmente forman vesiculas en el interior de estomatocito [56 (izq),
51 (der)].

Figura 28. Degmacitos [57].

o O©,o %
eSS . D
o @

am

Figura 29. Esferocitos. Citoesqueleto incapaz de mantener la forma bicéncava por una alteracion en la proteina
que lo compone [58].
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Figura 30. Eliptocitos. Asociados con una anormalidad en la composicién bioquimica del citoesqueleto [59].
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Figura 31. Drepanocito [60].
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Figura 32. Dacrocito [61].
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Figura 33. Queratocitos y esquizocitos [62].

Anormalidades citoplasmadticas.

El eritrocito es anucleado y no tiene ningln organelo, pero un defecto en su desarrollo desde la
eritropoyesis puede producir graves consecuencias a nivel vascular. Por ejemplo:
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o Los punteados basdfilos contienen agregados anormales de ribosomas debidos a una deficiencia
de hierro, entre otras cosas. Los cuerpos de Howell poseen remanentes nucleares asociados a
las anemias severas por déficit de hierro también.

o Los cuerpos de Heinz poseen hemoglobina agregada o desnaturalizada (Figura 34).

(2

Figura 34. Cuerpos de Heinz [63].

Variaciones en la concentracion de hemoglobina (cromasia)

En condiciones normales el eritrocito tiene un area central de palidez de mas o menos la tercera parte de
su didmetro. El Unico eritrocito que dispone de mas hemoglobina (Hb) de lo normal en relaciéon con su
volumen es el esferocito, que carece de un area central de palidez y se tifie en forma uniforme.

En ciertos transtornos puede existir hipocromia, que se origina por una sintesis anormal de Hb,
asociada a la deficiencia de hierro, entre otras cosas. Se observa en el eritrocito una mayor palidez en su

centro.

o Los leptocitos son eritrocitos con un area central clara, parecen una dona.
o Los picnocitos tienen hemoglobina concentrada en una parte lateral del eritrocito, la otra esta
clara (Figura 35).

Figura 35. Picnocitos [64].
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1.4 ESTRUCTURA DE LA MEMBRANA ERITROCITARIA

La membrana esta formada por una bicapa lipidica plana, el 80% corresponde a fosfolipidos, colesterol y
glucolipidos. En ella estan embebidas parcial o totalmente las proteinas integrales de membrana, unidas
fuertemente por enlaces apolares; aparecen a ambos lados de la bicapa de fosfolipidos, ya que
interaccionan intensamente con las cadenas hidrocarbonadas de los lipidos de la membrana. Su libre
desplazamiento a través de esta bicapa contribuye a mantener su fluidez (Figura 36) [65]. Los
carbohidratos de la molécula siempre se encuentran al exterior del eritrocito. Las proteinas periféricas se
encuentran sélo unidas a la superficie interna o externa de la bicapa y se separan facilmente de ella,
debido a que estan enlazadas a las membranas por fuerzas electrostaticas y de puentes de hidrégeno

gue pueden romperse por adicion de sales o cambio de pH [66].

Banda 3
Residuos de carboludratos

Glicoforina C

Cadena alfa Cadenabeta
Espectrina

Tropormiosina
Aducina Tropomodulina (

Figura 36. Bicapa lipoproteica, proteinas integrales y periféricas del eritrocito [66].

1.4.1 Proteinas integrales y periféricas

La naturaleza de las proteinas de la membrana define su funcién, ya que pueden servir como

canales, transportadoras, receptoras, enzimas y anclajes del citoesqueleto [67].
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Figura 37. Esquema de la localizacidn y posicidn de las proteinas de membrana (integrales y periféricas) [68].

Proteinas integrales de membrana.

Se caracterizan por ser proteinas anfipaticas: con dos polos hidrofilicos, uno en contacto con la fase
acuosa extracelular, y otro con la fase acuosa citoplasmatica, y una parte media hidrofébica, sumergida
en la bicapa lipidica.

Las principales proteinas integrales de membrana son las de banda 3 o de intercambio idnico; la
glucoforina Ay B, las ATPasas y la acetilcolinesteras.

Proteina de Banda 3

Esta proteina es la mas abundante en la membrana del eritrocito. Tiene diversas funciones, como
transporte idnico, modulacion del metabolismo, reconocimiento celular y sirve como ancla, conectando
proteinas citoplasmaticas solubles y componentes del citoesqueleto a la membrana. Ocupa alrededor del
25% de las proteinas integrales de membrana, que equivale a un millédn de copias de este intercambiador
idnico (AE1). Tiene un papel importante en el transporte de CO, en el torrente sanguineo, donde es
llevado como bicarbonato (HCO3), ya que la solubilidad del diéxido de carbono es baja (mdas de dos
tercios de las moléculas de CO, son transportados como HCO3). Cuando la sangre llega al pulmén, el
proceso se revierte debido al gradiente de presiones del CO, entre la sangre y el alveolo pulmonar [69].

La proteina de banda 3 se divide en tres dominios estructurales: uno es el sitio transmembranoso
gue mantiene el contacto con el medio extra e intracelular, donde ocurre el intercambio i6nico del
HCO3, con el ién C17, cuando se libera el CO, en los alveolos pulmonares; el segundo corresponde al
dominio citoplasmatico corto, C-terminal, donde se forma un complejo metabdlico entre la anhidrasa
carbonica Il, permitiendo asi el paso del bicarbonato hacia la fase citoplasmatica de la banda 3; v,
finalmente, el tercer dominio corresponde a la N-terminal, ya en el citoplasma con las proteinas del
esqueleto (Figura 38) [70].
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Figura 38. Proteina de Banda 3 [70].

El peso molecular de la proteina de banda 3 varia alrededor de los 96kDa y esta compuesta de
911 aminoacidos. Si la estructura de la proteina se modifica se puede ocasionar un envejecimiento
celular, disminuyendo la eficiencia del transporte anidnico y de glucosa, asi como incrementando la
degradacion de la banda 3 y la unidn de anticuerpos naturales a le membrana, lo cual resulta en la
remocion celular [71].

Proteinas de Senalizacion: Glicoforinas A, By C

Las glucoproteinas son aquellas que estan compuestas por una proteina unida a varios hidratos de
carbono simples o compuestos y su funcidn es de reconocimiento celular, ya que son caracteristicas de
cada individuo y permiten identificar a las células provenientes de otros organismos, en este caso, las
sanguineas.

El complejo de proteinas de sefializacidn, glucoforinas (A y B), esta constituido por oligosacaridos
complejos: glucoesfingolipidos, que actian como antigenos, y glucoesfingolinas. En los eritrocitos puede
haber dos antigenos llamados A y B, mientras que en el plasma puede haber dos anticuerpos, a (o anti A)
y b (o anti B). De acuerdo a las diferentes combinaciones de éstos, se pueden obtener los cuatro posibles
grupos sanguineos: A, B, ABy O.

El grupo O no tiene antigenos en la membrana de los gldbulos rojos, sélo anticuerpos ay b en el
plasma. Este grupo se considera universal por esta razon, pero no pueden recibir sangre mas que de las
personas de su mismo grupo, debido a los anticuerpos que podrian destruir a todos los demas antigenos;
por ejemplo, el b destruye al B, etc. El grupo A tiene el antigeno A y el anticuerpo b en el plasma; el
grupo B tiene el antigeno B y el anticuerpo a. El grupo AB, posee los antigenos A y B en los eritrocitos y
sin anticuerpos en el plasma. Este grupo es el receptor universal por su carencia de anticuerpos en el
plasma, aunque sélo puede dar sangre a los de su mismo grupo (Figura 39).
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Figura 39. Grupos sanguineos presentes en el glucocalix del eritrocito [72].

El RH es la proteina integral de membrana que si esta presente en la superficie del eritrocito, es
positivo (RH'); de lo contrario, es negativo, (RH).

La glucoforina C es una cadena de polipéptidos de 128 aminoacidos que tiene forma de hélice y
pertenece también a las proteinas intrinsecas (Figura 40). Forma un complejo con la proteina de banda
4.1, que se relaciona con la estabilidad y las propiedades mecdanicas de la membrana plasmatica. La
glicoforina C contribuye a la estabilidad de la membrana gracias a su interaccién con proteinas
periféricas, ademds de participar en el intercambio idnico [73].
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Figura 40. Glucoforina C [74]. Disposicién de las terminales amino y carboxilo de la glucoforina en la bicapa
lipidica.

Proteinas extrinsecas o periféricas (proteinas de anclaje)

Son aquellas localizadas en las caras interna o externa de la membrana y representan alrededor del 30%
de la misma. Se encuentran unidas a las proteinas intrinsecas de forma electrostatica o hidrofdbica. Casi
la totalidad de las proteinas extrinsecas tienen cadenas glucosiladas formadas por fibrillas de 1.5nm de
diametro, dispuestas de manera perpendicular a la membrana, que constituyen la parte mas externa de
la misma (glucocalix). Dentro de la bicapa, las proteinas periféricas forman una estructura que sirve de
union al citoesqueleto con la membrana eritrocitaria.

Las proteinas periféricas que forman el citoesqueleto y el exterior del eritrocito,

son: espectrina (citoesqueleto), actina, la banda 4.1, 4.2 y 4.9; anquirina, tropomodulina, tropomiosina y
aducina (proteinas de anclaje) (Figura 41), que le proporcionan estructura y movilidad al eritrocito [67].
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Figura 41. Complejo unién formado por cadenas de espectrina y proteinas de anclaje [89].

Actina

Esta proteina es muy ubicua e importante para la forma del eritrocito, ya que le da el soporte mecanico
al citoesqueleto al estar unida (en la parte citoplasmatica) a la membrana. Ademds ayuda al transporte
intracelular y a la movilidad de la membrana. Representa el 15% de la proteina celular, con un peso
aproximado de 43kDa [75].

Los filamentos de actina estan compuestos por monémeros de la misma, dispuestos de forma
helicoidal, tienen unos 7nm de didmetro. Son filamentos polarizados, debido a la disposicién ordenada
de las subunidades de actina en el filamento, siempre se ensamblan con la misma orientacién. El
extremo positivo se denomina asi porque en él predomina la polimerizacién, adicién de nuevos
mondmeros, respecto a la despolimerizacidon, mientras que en el extremo negativo predomina la

despolimerizacion.

Este microfilamento es muy importante porque en él es donde se unen todas las proteinas del
complejo de unién (Figura 41).

Aducina

Es una proteina del citoesqueleto que esta involucrada en la transduccién de sefiales. Debido a su
interaccion con los filamentos de actina y de espectrina, modifica el esqueleto de la membrana e influye
en la actividad de algunos canales idnicos, por ejemplo, participa en el cotransporte de Na-K-Cl y en la
bomba Na-K-ATPasa (Figura 41).

Anquirina

Esta compuesta por tres subunidades estructurales correspondientes a tres dominios funcionalmente
diferentes: regulador, de unién a la membrana y de unién a la espectrina. Su contribucion a la integridad
de la membrana es fundamental, ya que es un importante punto de anclaje a la bicapa lipidica a través
de la banda 3 en el complejo de suspensién (Figura 41).
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Tropomiosina y Banda 4.9

La primera es una proteina de ligadura de la actina, que regula su mecanica (40.6kDa). Y la Banda 4.9,
conocida también como dematina, produce el entrecruzamiento de los microfilamentos de actina
(48kDa). Ambas estan situadas a los lados de los filamentos de actina, y la proteina de ligadura de la
tropomiosina es la tropomodulina que controla la longitud de la unién de los filamentos de actina a los

tetrameros de espectrina [76] (Figura 41).

Proteina de Banda 4.1

Su funcién principal es estabilizar la unién entre la espectrina y la actina, asi como fijar los complejos de
union a los dominios transmembranales de la glucoforina [77] (Figura 41).

Proteina de Banda 4.2

Es una proteina que liga al ATP, el cual regula la asociacion de la proteina de banda 3 con la anquirina. El
peso molecular de las proteinas de membrana ya ha sido bien descrito, ocupando el primer lugar la
espectrina a y 5, que es la que compone principalmente al citoesqueleto y la proteina de banda 3 (Figura
42) [78].
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Figura 42. Patrén electroforético de las proteinas de membrana del eritrocito [78].

1.4.2 Citoesqueleto

El citoesqueleto del eritrocito es una red elastica tridimensional que esta constituida por proteinas que
se encuentran ancladas a la membrana: espectrina a y f, anquirina, proteina de banda 3, 4.1, 4.2 y
actina, asi como algunas proteinas menores como miosina, tropomiosina y tropomodulina. El
citoesqueleto es el principal responsable de mantener la forma y las propiedades mecanicas del
eritrocito [79, 80].

Estd compuesto principalmente (en un 75%) por heterodimeros de espectrina, que consiste en
cadenas polipéptidos entrelazadas, o (que tiene 22 segmentos triple-hélice de aproximadamente 270
aminoacidos, con un peso de 280 kDa) y la B (que tiene 17 segmentos triple-hélice, con un peso de
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246kDa), encontradas de forma antiparalela una con otra, es decir, la C-terminal de la cadena B se une
con el extremo amino de la siguiente cadena ; aproximadamente tienen una longitud de 80-100nm.

Al unirse las cadenas de espectrina se forma un tetramero de forma helicoidal con una longitud
de aproximadamente 30nm (Figura 43), cuyos extremos estan ligados por una proteina llamada actina
[81], y ésta, a su vez, esta anclada a la membrana [82] mediante la anquirina que esta conectada a las
proteinas de banda 3, ademas de estar asociada con otras proteinas como la aducina, tropomiosina y
banda 4.1, [83,84]. La espectrina constituye del 20-25% del total de las proteinas de la membrana [85] y
tiene un papel muy importante en la forma discoide del eritrocito y en las propiedades viscoelasticas de
la membrana. Esta red de actina-espectrina ayuda a mantener esfuerzos locales, dilatacion y
condensacioén [86].

Actin

Figura 43. Tetrdmero de espectrina: consta de dos cadenas alfa y beta, situadas de forma antiparalela, unidas, en
sus extremos, mediante la actina.

Este conjunto de proteinas forma los vértices del citoesqueleto y se llama Complejo Unidon (CU)
[87]. En medio de esta estructura de espectrinas se encuentra el Complejo de Suspension (CS), que
también le da soporte a la membrana.

Estructuralmente esta red esta organizada en ~33,000 unidades que se repiten. Se ha
demostrado mediante microscopia electrénica de transmisidon que cada una de estas unidades se puede
representar como un hexagono de espectrina cuyos vértices estan formados por 6 CU (en el caso mas
estable), constituidos con 6 dimeros largos de espectrina af3, radiando de un protofilamento central
corto de actina, y en el centro de cada uno de estos, un CS (Figura 44).
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Figura 44. Unidad hexagonal del citoesqueleto y sus complejos de suspensién [88].
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Los CS sirven de conexion primaria entre la red de proteinas y la bicapa lipidica, y consisten en
banda 3, anquirina y proteina 4.2 (Figura 44). El sitio secundario donde se ancla la red de proteinas a la
bicapa es por el CU, donde la proteina 4.1 se asocia con la glicoforina C, otra proteina transmembranal
con un simple dominio transmembranal [88] (Figura 45).

Cada CU puede verse como un vértice de actina (Figura 44), y su funcionalidad depende del
numero de vértices. La red del citoesqueleto puede formar pentagonos (3%) y heptagonos (8%) (Figura
47), entre otros; por ejemplo: un tetrdmero de espectrina sencillo, pero con dos CU; tres estructuras de
espectrina en forma de “Y”, unidas por tres CU; tres moléculas de espectrina conectadas mediante dos
uniones complejas, cuyos brazos pueden estar unidos de diversas formas; dos filamentos de espectrina
unidos a dos CU, y cuatro moléculas de espectrina unidas a dos complejos unién [89].

COMPLEJO DE SUSPENSION COMPLEJO DE UNION
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Figura 45. Izquierda: representacion esquematica del complejo de suspension anclado a la espectrina cerca de su
centro. Estd compuesto por la banda 3 que estd ligada a la ankirina y que a su vez se ancla a la espectrina; la
proteina 4.2, a la que se le unen la banda 3 y la ankirina; y por las glicoproteinas se unen a la banda 3, entre otras
proteinas. Derecha: esquema del complejo de unién que contienen espectrina, F-actina y proteina de banda 4.1,
asi como las proteinas que se unen a la actina como tropomiosina, tropomodulina, aducina, etc. [70].

Figura 46. Distribucién hexagonal con complejos unién. Los tetrameros de espectrina (Sp4), la red de tres
espectrinas (Sp6), los dobles filamentos del tetramero de espectrina (2Sp4). En la figura de la derecha se
representa esto de forma mas ilustrativa [89].
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ptagonales y pentagonales del citoesqueleto [89].
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La red de espectrina puede formar ya sea tetrameros (en un 45-55%) u oligédmeros (25-35%), que
son la unidon entre dimeros, trimeros, tetrameros, etc. Los hexameros son los mas abundantes,
representando un 14% del total de configuraciones de la espectrina.

Los tetrameros de espectrina en una membrana sin esfuerzos se encuentran en equilibrio con los
dimeros que los conforman. Cuando se induce una deformacidn, este equilibrio desaparece y se separan
las uniones temporalmente, de tal forma que los esfuerzos que se distribuyen en toda la membrana
logran grandes deformaciones para atravesar por la microcirculacion. Cuando regresa al equilibrio,
adquiere su forma original recuperando los complejos unién [90].Aqui, la célula se comporta como un
solido eldstico débil a bajos niveles de esfuerzo, mientras que puede comportarse como un fluido
cuando se le aplican deformaciones mas altas. Los experimentos muestran que la estructura del
citoesqueleto estd regulada por factores bioquimicos como las concentraciones del Ca** y del ATP
(adenosin trifosfato), ademas de que se ha postulado que la fosforilacién afecta la unidn de la actina con
la espectrina y produce cambios en su formay, por lo tanto, en la deformabilidad del eritrocito [91].

1.4.3 Hemoglobina (Hb)

La hemoglobina es una proteina globular que constituye el 95% del contenido de los eritrocitos. Ella es la
transportadora del oxigeno (0,) a partir de los pulmones a los tejidos periféricos, y del didéxido de
carbono (C0O,) y protones de hidrégeno (H') de estos tejidos hacia los pulmones para ser excretados. En
condiciones normales, las concentraciones de hemoglobina en la sangre varian desde 13-18 g/dl en el
hombre y de 12-16 g/dl en la mujer.

La Hb consta de cuatro estructuras polipeptidicas: dos cadenas a (141aminoacidos) y dos B
(146aminoacidos), ésta es la llamada hemoglobina adulta, HbA [92]; también puede tener dos a y dos y
(otra forma de la hemoglobina adulta, presente en un 2%, HbA;), dos a y dos y (hemoglobina fetal HbF).
Su peso molecular es de 64 kDa.

La HbA estd formada por cuatro grupos prostéticos o hemo y una proteina de estructura
cuaternaria, globina. El primero es un tetrapirrol ciclico, con un hierro en el centro de cada uno (Figura
48). El hierro se encuentra en estado de oxidacién, Fe®*. Puede formar entre 5 y 6 enlaces de
coordinacion dependiendo de la unién del oxigeno a la HbA (oxiHb y desoxiHb). La globina es la parte
protéica de la HbA (las cadenas a, B, y y 8).
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Se calcula que por cada litro de sangre hay 150g de Hb y que cada uno de ellos disuelve 1.34ml
de 0,, en total se transportan 200ml de O, por litro de sangre. Esto es, 87 veces mas de lo que el
plasma por si solo podria transportar.

Glébulo rojo
Cadenalp

molécula de polipéptido

Figura 48. Estructura de la hemoglobina [93]
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1.5 GLUCOSILACION DE LAS PROTEINAS
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Figura 49. Productos de glucosilacién avanzada. Esquema de reaccidn del proceso de glucosilaciéon no enzimética
de proteinas (A) Formacion de la base de Schiff (B) Reordenamiento de Amadori. A través de una serie de
reacciones complejas, los productos de Amadori pueden originar derivados con estructura imidazélica (C)

pirrélica (D) y otras diversas (iminas, furanos, piridinas, etc.).

La glucosilacion es la reaccion de grupos amino primarios (NH,), péptidos y proteinas con el grupo
carbonilo de los azucares reductores. A lo largo de esta reaccion se pueden distinguir tres etapas:
inicialmente se produce la asociacién de la molécula de glucosa con la proteina, formando un compuesto
denominado Base de Schiff (Figura 49A), cuya estructura se reordena hasta tomar una forma mas
estable, denominada producto de Amadori (Figura 49B). Enseguida éste sufre de complejas
transformaciones que lo llevan a la formacién de compuestos mas complejos (generalmente coloreados
y/o fluorescentes) (Figura 49C, D y E), cuya cantidad depende de la concentracion de azlcares
reductores y de la vida media de las proteinas, es decir, del tiempo de exposicion de éstas a los azlcares.
Si una proteina tiene un tiempo de vida corto, la glucosilacién no enzimatica llega, en general, hasta el
producto de Amadori (siendo aun reversible el proceso); de lo contrario, se completa el esquema.
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1.5.1 Caracteristicas de las Especies Reactivas

La glucosa es el azucar reductor mas abundante en el organismo. Su concentracién en el plasma
depende del mecanismo de regulacion de los individuos sanos, aumentando de manera importante en
personas diabéticas.

Es un monosacarido cuya féormula es C¢H1,0¢. Existen diversas formas en que la glucosa puede
estar; las mas estables, sin embargo, son las que estan cerradas.

— OH F
H——CH QH OH O L B
o : : =)
HO | H HO., i g T HOY z
H——OH [] ] HO- OH
H H H
H=4—0mH O Q Ol

Figura 50. Representaciones de las formas lineal y ciclica de la D-glucosa. Las formas abiertas representan el
0.0002% del total de la glucosa en sangre, ya que son las menos estables [94]. Las dos ultimas son glucopiranos
alfa y beta, respectivamente. Son las mas abundantes.

La glucosa posee un grupo carbonilo libre que puede reaccionar con los grupos amino de las
proteinas para formar bases Schiff. La reactividad de los distintos azlcares esta dada por la
disponibilidad de su grupo carbonilo.

Los aminodcidos, unidad estructural de todas las proteinas, poseen un grupo amino primario, un
grupo carboxilo y una cadena lateral caracteristica de cada aminoacido (Figura 51). Al formarse una
proteina se produce la reaccidn entre el grupo carboxilo del primer aminoacido y el grupo amino del
siguiente formandose un enlace peptidico (Figura 52). Una vez formada la cadena polipeptidica, sélo
guedara el grupo amino primario del primer aminoacido, constituyendo el denominado grupo amino
terminal, siendo éste el que reacciona con el grupo carbonilo libre de la glucosa (ademas de que algunos
aminoacidos poseen en su cadena lateral grupos capaces de reaccionar con los azucares reductores).

I
Grupo Amino _|_> C? 4—I_ Grupo Carboxilo

Cadena Lateral

Figura 51. Unidad estructural de la proteina: Aminoacido [95].
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Figura 52. Enlace peptidico [96].

Por otro lado, no todos los grupos son capaces de reaccionar con el grupo carbonilo de los
azucares, ya que pueden estar ocultos en la estructura tridimensional de la proteina de modo que las
moléculas de los azUcares no tienen acceso a ellos.

1.5.2 Etapas Reversibles del Proceso de Glucosilacion

Como ya habiamos mencionado, primero reacciona un azucar reductor con una proteina mediante la
adicion del grupo amino de ésta al grupo carbonilo del azucar, formando la base de Schiff. Esta molécula
es estable durante un tiempo corto (horas), luego del cual se inicia un proceso de reordenamiento de los
enlaces quimicos que da lugar a un producto mds estable denominado producto de Amadori, que posee
un grupo carboxilo capaz de reaccionar con los grupos aminos disponibles, estabilizando su estructura a
través de equilibrios entre una forma abierta y otras cerradas, manteniéndose asi de 2-4 semanas.

El hecho de que ambas reacciones sean reversibles y consecutivas determina que de acuerdo al
tiempo de evolucién habra predominio de la base de Schiff (horas) o del producto de Amadori (dias). La
interrupcién del contacto de la glucosa con la proteina en cualquiera de estas etapas produce la

reversién completa del efecto.

1.5.3 Glucosilacion de Proteinas en la Diabetes Mellitus y el Envejecimiento del

Eritrocito

Las proteinas de vida media corta como las plasmaticas, y las presentes en células que son rapidamente
reemplazadas como la hemoglobina en los eritrocitos, alcanzan a formar bases de Schiff o productos de
Amadori. Por otro lado, las proteinas de bajo recambio como el coldgeno, la mielina, la proteina del
cristalino ocular, que tienen vida media larga, pueden llegar a transformarse en productos de
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glucosilacidon avanzada, ocasionando: 1) la modificacion de proteinas estructurales que se encuentran
fuera de la célula, 2) el desencadenamiento de procesos intracelulares a través de la unidn a receptores
extracelulares y 3) la alteracion de proteinas intracelulares [97].

Durante el tiempo que el eritrocito esta en la circulacidon, ademas de las proteinas de membrana
y el citoesqueleto, la Hb se glucosila progresivamente, debido a que la molécula de glucosa reacciona
espontdneamente con el extremo NH, terminal (amino) de la cadena 3 de la Hb, para formar B-NA1l
valina o hemoglobina glucosilada Al (correspondiente a la base de Schiff). Luego de un proceso de
reordenamiento se llega a los productos de Amadori, donde se forman ketoaminas con las terminales
NH, de la cadena a, y con algunos residuos de lisina de las cadenas a y 3 (B-Lys 66, a-Lys 61, B-lys 17 y a-
lys 40), siendo éstos los que con mayor afinidad se glucosilan. Aparentemente la responsable de la facil
difusion de la glucosa a través de la membrana del eritrocito es la proteina de banda 4.5 [98].

El producto de Amadori puede producir oxidaciones posteriores y reacciones de
reordenamiento, completando el esquema de glucosilacion (Figura 49) y convirtiéndose en productos
gue juegan un rol aun mas patogénico en el desarrollo de las complicaciones cardiovasculares de la
diabetes, alterando la estructura, cantidad y funcién de las proteinas del tejido [99].
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1.6 FUNCION DEL ERITROCITO

La funcidn del eritrocito es el transporte de oxigeno, 0,, de los pulmones a los tejidos periféricos, y
didéxido de carbono, CO,, de éstos a los pulmones para ser exhalado. Como ya se habia mencionado, el
eritrocito esta compuesto en su mayoria de hemoglobina, que es la proteina que se encarga del
transporte de 0,, CO, y H*. La Hb se satura en los pulmones con 0, al 98% y 33% en los tejidos, es
decir, cede casi el 70% de todo el oxigeno que puede transportar.

Cuando el CO, llega al eritrocito, reacciona con el H,0, produciendo H,CO3 en un 90% y el resto
de CO, se une a la hemoglobina generando carbamino Hb. El 4cido carbdnico pasa automdticamente a
HCOj3 y H™. Este Ultimo se incorpora a la hemoglobina desoxigenada, generando HbH™. La Hb retiene
2H* por cada molécula de 0, que pierde. EIl HCO3 difunde a través de la membrana eritrocitaria y en
parte se intercambia por iones Cl™ del plasma. De esta manera se transporta la mayoria de CO, vy el
restante se transporta como CO,, disuelto (5%).

En los pulmones se da el proceso inverso, el oxigeno se une a la desoxiHb y los H* se liberan. El
HCOj3 de la sangre entra al eritrocito y sale el Cl™. El HT reacciona con el HCO3 y forma el &cido
carbénico, éste se desdobla en CO, y H,0. El CO, es exhalado y el agua sale a favor del gradiente, a
medida que aumenta su concentracidn. Este es un fenémeno reversible que se da entre los eritrocitos y
el pulmén [31].

Los eritrocitos forman parte del 50% del volumen sanguineo total y varian significativamente en
area, volumen y propiedades mecanicas. Durante su vida media experimentan estrés tanto quimico
como mecanico al atravesar capilares delgados, resultando esto en una pérdida de area membranal. Esta
disminucién conlleva a un aumento del esfuerzo requerido para que pasen por capilares pequefios,
liberando potasio y agua, disminuyendo su volumen. Consecuentemente, los eritrocitos envejecen, su
densidad y la concentracién de hemoglobina aumenta, causando precipitacién en la membrana y dafio a
las proteinas integrales, asi como a sus propiedades mecanicas, concluyendo esto en la destruccién del
glébulo rojo, y, por lo tanto, un deterioro importante en su funcién [100].
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1.7 REOLOGIA

La reologia es el estudio de la deformacién y flujo de un cuerpo al ser aplicadas fuerzas externas. La
sangre, el Unico tejido liquido del cuerpo humano, tiene propiedades reoldgicas que se ven modificadas
por diversos factores: desde la composicion del fluido, que depende del metabolismo celular de todos
los tejidos; de los cambios en morfologia y deformabilidad de sus células, principalmente de los
eritrocitos, debido a que pasan por capilares con didmetros de aproximadamente 3um vy tienen que
plegarse y extenderse de manera considerable; asi como del calibre de los vasos sanguineos y la

velocidad del flujo. Al estudio de estas propiedades se le denomina hemorreologia.

Las propiedades reoldgicas del eritrocito mdas importantes son: viscosidad aparente (relacion
entre esfuerzo de corte y velocidad de corte), coeficientes de esfuerzos normales, viscosidad compleja
(respuesta ante esfuerzos de corte oscilatorio), médulo de almacenamiento y médulo de pérdidas
(comportamiento viscoelastico lineal), funciones complejas de viscoelasticidad no lineal.

El comportamiento viscoelastico de la membrana eritrocitaria es aproximadamente lineal.
Durante el proceso de la deformacién se desarrollan tres sucesos significativos: (1) la membrana se
extiende sin modificar el area de su superficie ya que opone una resistencia al movimiento; (2) flexién y
plegamiento de la membrana, que implica una resistencia a la flexién debida a la rigidez de la misma; v,
(3) una resistencia ejercida por la viscosidad de la hemoglobina. Enseguida, el eritrocito recupera su
forma bicdncava original en 0.1s, aproximadamente. Ya que el interior del citoplasma es liquido, la
habilidad de recuperar su forma original luego de la remocién de las fuerzas aplicadas es el resultado de
la energia almacenada en la membrana y el citoesqueleto. Las fuerzas eldsticas dependen Unicamente de
la cantidad de deformacidn; por otro lado, la viscosidad dentro de la membrana y en el medio adyacente
a ella, limita la velocidad a la cual el eritrocito recupera su forma original.

1.7.1 Estrés y Esfuerzo

El estrés o la tension normal, g, se define como la fuerza ejercida por unidad de area, y puede dividirse
en tres tipos: estrés compresivo, como el ejercido al aplicar presion; estrés extensional, contrario a la
presion, donde se aplican fuerzas que estiran al material; y estrés cortante, donde la fuerza se ejerce
tangencial o paralelamente a la superficie (Figura 53). El estrés tiene unidades de fuerza por unidad de

, N
area [—|.
m
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Figura 53. Ejemplo de la aplicacién de los tres tipos de estrés. Del lado izquierdo se observa un cuerpo en
equilibrio (A), enseguida se le aplica un estrés compresivo y se ve que su tamafio se reduce (B); después un
estrés extensional, donde su tamafio aumenta (C); y, finalmente, el de cizallamiento o estrés cortante, cuya
fuerza es tangencial a la superficie (D).

Cuando se aplica cierto estrés a un material, éste sufrird una deformacién (Figura 54). Para esto
se define el esfuerzo, €, que es la deformacién por unidad de longitud.

dx
Ec.1 €=—.
dz
j Punto de ruptura
= A
! 1
! 1
! 1
| ! d v
1
! i Comportamiento plastico
o
! 1
! 1
: , E -\ Comportamiento eldastico
1|....cn....
1 7’
Lv dz
v =z A
F
Figura 54. Curva estrés-esfuerzo. Si se estira un bloque de uno de sus extremos con una fuerza ﬁ, el bloque
disminuira su tamafio en el plano xy por cantidades infinitesimales dx y dy. El coeficiente que relaciona el
estrés aplicado y el esfuerzo resultante se denomina Mddulo de elasticidad.
1.7.2 Elasticidad (u)

Si se le aplica una deformacién y el tiempo de relajacién es largo, 7, comparado con el que se necesita
para realizar las mediciones reoldgicas, se considera que el fluido se comporta “como sélido”. Si este
material regresa a su posicion original luego de la deformacion, entonces se considera elastico. Sus

unidades en el Sistema Internacional son [N/m?].

En el caso de que tenga comportamiento Hookeano, donde la relacidon entre el estrés y el
esfuerzo cortante es lineal, se considera que el material es isotrépico, es decir, que las propiedades
fisicas de ese sdlido no dependeran de la direccion. Entonces, de forma tensorial tenemos que:

Ec. 2 O-ij = Cijklekl'
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donde g;; es el tensor de estrés, €y es el tensor de esfuerzos y Cjjy; es el tensor de constantes eldsticas
de proporcionalidad, que son independientes de las dos variables anteriores. Ya que el estrés aplicado es
cortante e independiente de la direccion donde se aplica, esta constante elastica se llama Mddulo de
Elasticidad Transversal o Mdédulo de Elasticidad Cortante, .
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1.8 ELASTICIDAD DEL SISTEMA MEMBRANA-CITOESQUELETO

Para caracterizar la elasticidad de un material se debe aplicar una fuerza por unidad de area (estrés) y
medir la deformacién resultante (esfuerzo). Debido a que el conjunto membrana mas citoesqueleto del
eritrocito tiene un comportamiento eldstico aproximadamente lineal (para grandes esfuerzos) y la
deformacién no depende de la direccion, el mddulo de elasticidad, u, se define como la pendiente de la
curva estrés-esfuerzo (Figura 55) [37]. Este representa la energia almacenada debida a la extension de la
membrana en el plano de la superficie sin modificar su area. Las unidades de este ultimo son fuerza por
unidad de longitud y se normaliza con el espesor de la membrana (IOOA), para obtener fuerza por
unidad de area [120].

/1'

Figura 55. Curva estrés-esfuerzo para materiales eldsticos.

Para los calculos, la membrana del eritrocito se considera como un material incompresible,
bidimensional e isotrdpico (en cuanto a las propiedades viscoelasticas): continuo en dos dimensiones,
con un caracter molecular en la tercera dimension. De esta manera, las tensiones aplicadas no actuan de
forma normal a la superficie, sino se distribuyen sobre el plano, de tal manera que la membrana no
cambia su espesor, solo su forma. Por esta razén, las fuerzas aplicadas se consideran distribuidas por
unidad de longitud [101]. El interior del eritrocito se encuentra en estado liquido, permitiendo una
resistencia a la deformacién despreciable [102]. La membrana puede resistir grandes tensiones por
cortos periodos de tiempo, pero a esfuerzos mas altos eventualmente se rompe, esta dependencia en el
tiempo implica la existencia de una componente viscosa [103, 104].

1.8.1 Analisis tedrico de la succion con micropipetas

Las propiedades viscoeldsticas de la membrana del eritrocito dependen del tiempo que dure la
deformacién, esto significa un rearreglo molecular en respuesta al esfuerzo. Para caracterizar la
elasticidad del sistema membrana-citoesqueleto es necesario conocer las componentes de la tension, T,
debidas a la aplicacion de fuerzas externas, en este caso, aquellas que producen estrechamiento y
cambio de curvatura de la membrana (Figura 56), ya que el analisis de la deformacién con micropipetas
se basa en la aspiracién a una presién P, que produce una tensién T en el plano de la membrana, con
area superficial constante, donde se ha situado la pipeta, que es un cilindro de radio Rp (Figura 57).

49



Rl\T

T
1

Figura 56. Aqui se muestran los dos principales radios de curvatura de un elemento de membrana (1/R; y
1/R,), asi como las tensiones respectivas en las diferentes direcciones de deformacion.
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Figura 57. Modelo de la aspiracion de la membrana mediante una pipeta ciIRd'rica de radio Rp.

Durante la deformacion, la tension se divide en dos componentes: la tension ejercida en
direccidén radial (por la direccién en que es aplicada la presion), y la angular (debida a la curvatura de la
membrana). Ambas direcciones de deformacion dependen de la posicién en R en que se encuentren. Por
simetria, el radio de curvatura es el mismo en ambas direcciones de deformacién R; = R, = R, (Figura
57).

Ya que la membrana resiste gran dilatacion, las deformaciones son esencialmente a area
constante. Por ello se requiere Unicamente un coeficiente de extension, A, que describa la deformacion
en términos de las coordenadas iniciales y finales, R, y R, respectivamente.

Ec. 3 A=t
0

Y, considerando que la membrana es incompresible, se debe cumplir que A; = /151. La parte
deformada esta compuesta de un cilindro mds una tapa hemisférica, ambos de radio Rp. El primero

tiene una altura L — Rp, y su area es 2nRp(L — Rp) = 2mRpL — 2mR3; el area de la parte hemiférica es

mR2. Por lo tanto, el drea total es 2rRpL — mR3, asi el 4rea luego de la deformacion es:
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Ec. 4 nR% = mR? — mR3 + 2nRpL.
De aqui:

1
AR _ (R*+2RpL—R}) /2

Ec.5 Al = ARq = R

Por otro lado, ya que el sistema de coordenadas de la deformacién (donde simplemente hay
extension y compresion, no cizalladura), el tensor de esfuerzos Lagrangiano, €;;, puede expresarse en

términos del vector deformacién [105]:

(22-1) _ 2RpL—R}

Ec. 6 €11 = 2 2R2 !
. _ (A1%-1) _ RE-2RpL
227 2 7 2(R?+2RpL-R3)’

Cuando se realiza la extension y se deja pasar un tiempo, hay evidencia de una variacién de la
longitud, lo que implica una componente viscosa. Para ello, calculamos la tasa del tensor de
deformacién, Vl-j(s_l), qgue se define mediante el cambio en el tiempo del cuadrado de la métrica entre
las coordenadas iniciales y finales. Cuando L = Rp se considerard que la porcién aspirada tiene forma
hemisférica de radio Rp unida a un cilindro con radio Rp y altura L — Rp, por lo tanto, la tasa de

esfuerzo, V;;, definida en términos del coeficiente de extensién (considerando R constante), es:

ijr
Ec. 7 V11 =A‘1//’{1 =RPL/R2
V22 = —/"{1/11 = —RPL/RZ

El balance de fuerzas y las ecuaciones de equilibrio de la membrana requieren dos hipétesis
principales que permitan la continuidad de las tensiones de la regidn aspirada al resto de la superficie:
(a) la membrana es aspirada firmemente dentro de las paredes de la pipeta, es decir, se encuentra
tirante sin friccién contra el vidrio y (b) se desprecian los momentos producidos por alguna flexion en la
membrana. Para calcular la tension total sobre la membrana es importante considerar que el
comportamiento viscoeldstico involucra dos términos: uno que se refiere a la energia almacenada
durante la deformacion (elasticidad), y el otro se relaciona con la disipacién interna (viscosidad).

Ec. 8 Tl] = Tii- + Tl]j; = —p6” + 2[,{6”' + 27’]Vl],

donde T;;[N/m] es la tension ejercida sobre la membrana, —p es la presion, §;; es la funcion delta de
Kronecker, que representa la matriz identidad (vale 1 parai = jy 0 parai # j); u[N/m] es el médulo de
rigidez, que corresponde a la componente eldstica de la tensién; n [N - s/m] es el parametro que
caracteriza la disipacion viscosa y V;; es la tasa de deformacion, estos ultimos corresponden a la
componente viscosa de la tensién [106]. Por lo tanto, mediante las Ec. 6-13, tenemos que las

componentes de la tension son:

Ec.9 T11 = —-D + [ZRPL RP] + 2 L:ZP,
_ R2—2RpL LRp
Tor = 0+ || — 2
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Ya que se asume que la tensién es continua en la punta de la pipeta, entonces el tensor de
esfuerzos inicial, al colocarla sobre la membrana antes de la extensidn, se encuentra mediante el analisis
de Laplace [107] (que es la ley que relaciona el cambio de presiones en el interior y el exterior de una
gota, con la tensidn producida en la superficie):

RyAP
Ec. 10 T =-"—,
2
donde AP es la presidon aplicada durante la extensidon. El coeficiente de deformacién y la tensidn
principal, T;1, se definen por la direccién de la extensién. En equilibrio, el balance de fuerzas

superficiales y volumétricas, considerando que la Unica variacion es en R, indica que:
ar
Ec. 11 T11 — T22 + R (E) = 0.

es decir, si consideramos la integracidn de —oo a Rp (por ser una extension), la ecuacidén anterior se
convierte en:

oo dR
Ec. 12 T = pr(Tll - Tzz) ?

Usando Ec. 9,

Ec.13 T= %[In (%) + ZL};PRP] + Zné = @.

De aqui, si se realiza un cambio de variable con x = L/Rp y T = r]/u, como la constante de
tiempo que relaciona la viscosidad con la elasticidad, tenemos que:

Ec. 14 AP%’ = In(2x) + 2x — 1 + 47%.

Considerando que durante la deformacidn se llega a una longitud maxima, L,, (con x = x,,),
vemos que:

Ec. 15 AP% = In(2x,,) + 2%, — 1,

y segun la (Figura 58), para x,, < 4 esta curva tiene un comportamiento lineal y puede aproximarse por
la siguiente ecuacion:

Ec. 16 AP%’=axm+b=ax+b+4w&.

La pendiente de la grafica corresponde al mdédulo de elasticidad [37]. Luego de la extensidn viene
la fase de recuperacion, es decir, al dejar de aplicar presidn pasa un tiempo en el que el eritrocito regresa
a su forma inicial mediante un comportamiento exponencial del tiempo, caracteristica que corresponde
al modelo de un sélido viscoeldstico [108]. En este caso, la constante de tiempo 7 se le denomina
constante de tiempo de recuperacién, que dard una relacidn entre la viscosidad y la elasticidad durante
la aspiracién de la membrana mediante la relacién 7, =n/u y la Ec. 18. Utilizando la Ec. 14, con
a =245y b =-0.603; AP = 0[108], podemos encontrar la constante de tiempo de relajacién que nos
va a permitir calcular la viscosidad.
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Ec.17 ax+b+4tx =0,
Sit; = t(x = 1), al integrar:

Ec. 18 ot —1.633In[

Tr

Lm/RP—O.24-6
Lig,—0.246 |

L
RP
R, L L
AP-E=In(2—|+2—-1
u R, R,
R
AP-E
u

Figura 58. Curva estrés-esfuerzo. Representa la diferencia de presiones requeridas para aspirar la membrana a
una distancia L dentro de la pipeta. La curva se normaliza porque se quiere que sea independiente de R,, y 4, ya

que se asume que ésta es constante [120].
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Figura 59. Curva de relajacidn. La relajacion de la membrana es de forma exponencial, y la constante de tiempo
respectiva se relaciona con la viscosidad y la elasticidad mediante 7, = n/pu.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estudio de las propiedades reoldgicas del eritrocito es fundamental para entender el
comportamiento reoldgico de la sangre. En muchas patologias, los parametros hemoreoldgicos
se encuentran alterados, lo que conlleva a un dafo importante a nivel de la microcirculacion.
La disminucién de la deformabilidad de los eritrocitos para circular por la red capilar es uno de
los factores mds importantes que impide la efectiva respiracion celular, ya sea porque ocluyen
a los capilares promoviendo una ruptura de los mismos o porque aumentan la resistencia del
flujo en la circulacion.

La DM, que se caracteriza por altas concentraciones prolongadas de glucosa en sangre,
desarrolla complicaciones circulatorias que son la razén de la condicion de discapacidad en
esta patologia. Por esta razdn es necesario conocer las propiedades elasticas del sistema
membrana-citoesqueleto en pacientes diabéticos como un parametro de factor de riesgo al
dano vascular irreversible.



HIPOTESIS

La deformabilidad del eritrocito depende de las propiedades elasticas del sistema membrana-
citoesqueleto, que son modificadas, entre otros procesos, por la glucosilacién irreversible de las
proteinas que lo componen. Por lo que la deformabilidad de los eritrocitos provenientes de pacientes
con DMT2 serd menor que en el caso control por un aumento en la rigidez de la membrana y habra
variaciones en tamano y complejidad de las formas eritrocitarias entre ambos casos.

OBJETIVO

Relacionar la informacion obtenida de tamano y complejidad mediante citometria de flujo de los
eritrocitos de sujetos control y de pacientes con Diabetes Mellitus Tipo Il (DMT2) con dafio vascular, con
la medicién de la deformacién del eritrocito producida por succiéon con micropipetas.

OBIJETIVOS PARTICULARES

* Analizar la informacidon proporcionada por citometria de flujo acerca de las diferentes formas
eritrocitarias presentes en un sujeto sano y un paciente diabético con complicaciones vasculares
severas como RD, NeD o ND. Comparar los resultados cualitativamente con lo publicado en la
literatura.

* Medir y comparar la elasticidad de eritrocitos aislados de sangre normal y de pacientes con
DMT2 con complicacién vascular.
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CAPiTULO 3

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 SEPARACION DE LOS ERITROCITOS

Es importante mantener a los eritrocitos a temperatura ambiente (~20°C), ya que la elasticidad de los
mismos puede verse afectada si pasan por un proceso de congelacion previo [109].

3.1.1 Centrifugacion Diferencial

La centrifugacion diferencial permite la separacién de células y particulas del mismo tamafio, forma y
densidad, en distintas zonas del gradiente sin ser mezclados [110]. La centrifugacidon que separa por
tamanos se llama centrifugacion zonal o diferencial. Esta técnica se basa en la velocidad de
sedimentacion de los componentes de la muestra al colocarla en un medio que forma un gradiente de
densidad, lo que favorece la concentracion de cada tipo celular en una zona particular de la solucién. La
densidad maxima de este medio debera ser menor a la de las células, para que éstas puedan alcanzar la
zona que les corresponde de acuerdo al tiempo y velocidad de centrifugacion [111].

El gradiente de densidad se realizé con Ficoll-Hypaque (ph 7.4, 2:1). Este es un polisacarido que
permite gradientes de densidad discontinuos, de tal manera que los componentes de la muestra puedan
diferenciarse en zonas especificas. La ventaja de este gradiente es que no contiene grupos ionizables que
puedan servir de unién a muestras, ademas de ser muy estable a pH neutro y alcalino [112].

La muestra se colocd durante 30 min (3000rpm, 20°C) en una centrifuga Sorval R5C con un rotor
SS34 (Figura 60). Este posee un angulo fijo en su estructura, lo que permite que las particulas tengan
poca distancia que recorrer antes de sedimentarse; de esta manera se utiliza un tiempo de

centrifugacion corto.
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Q Sobrenadante

‘ Eritrocitos

(b)

Figura 60. Centrifugacion de la sangre. (a) Rotor de angulo fijo, (b) Las particulas recorren menos distancia,
permitiendo un tiempo de centrifugacion relativamente corto.

El resultado de este procedimiento fue una separacion en bandas (Figura 61). Alrededor del 45%
del volumen consiste en elementos formes y el 55% es plasma sanguineo. Este se localizara en la parte
superior de la muestra centrifugada, con algunos de los componentes organicos e inorganicos que viven
en él; luego una banda blanca delgada que corresponde a los leucocitos; enseguida una capa
transparente de Ficoll-Hypaque; posteriormente los granulocitos sobre la capa de nuestro interés: los
eritrocitos, que se encuentran en la parte inferior del tubo.

—» Plasma

Oo OLOL ——» Leucocitos
— Ficoll

—» Granulocitos

Ficoll /
—— Eritrocitos

/(a)

b
o (b)

Figura 61. Separacion de los componentes de la sangre. (a) La muestra se colocé con Ficoll-Hypaque 2:1, (b)
Luego de la centrifugacidn, los componentes de la sangre se separaron en bandas: Leucocitos (arriba),
granulocitos (en medio), y eritrocitos (abajo).

3.1.2 Homogeneidad de la muestra

Los eritrocitos, durante el transcurso de su vida media, van perdiendo fragmentos de membrana y agua,
disminuyendo su volumen en un 25%, incrementando su densidad, viscosidad y fragilidad osmdtica
[113]. A este proceso se le denomina “envejecimiento” de la membrana. En una muestra sanguinea es
seguro encontrar tanto eritrocitos jéovenes como viejos; para el propdsito de esta tesis se utilizaron los
primeros como muestra ideal.

Para este fin se quitd el sobrenadante y se tomd Unicamente la capa superficial de la zona de
eritrocitos, que corresponde a la poblacidon mas joven, y se colocé en una solucidén salina de fosfatos,
PBS, (pH 7.4, 20°C, en una concentracién 2:1). Esta solucién es muy util para mantener la osmolaridad
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del medio, hace el papel del plasma sanguineo donde viven los gldbulos rojos. El PBS, en solucién
isoténica, permite que el eritrocito no se hinche o se desnutra, es decir, que viva en su estado de
equilibrio osmatico.

3.1.3 Citometria de flujo

Es una técnica cuantitativa que permite la medicidon de multiples caracteristicas fisicas y quimicas de
células individuales en suspensién, como su tamafio, granularidad o complejidad interna; ademas de la
evaluacion de fluorocromos pegados a anticuerpos, que a su vez se encuentran unidos a la célula, ya sea
en la membrana o en alguin drgano interno de la misma. Luego de la medicidon de estos parametros, el
citdmetro es capaz de separar las diversas poblaciones seleccionadas de la muestra en tubos diferentes.

La citometria de flujo consiste en hacer pasar miles de estas células a través de un laser para ser
analizadas de forma individual y en un corto tiempo. Existen algunos sistemas que tienen una tasa de
100,000 particulas por segundo, colectando de 10 a 20 parametros de cada una [114].

Sistema Hidraulico

Es el encargado de hacer circular la muestra (con células de 1 — 150um), hasta el punto de interrogacién
(o foco hidrodinamico), que es donde incide el laser. El flujo debe ser laminar, es decir, con un niumero
de Reynolds no mayor a 2300, para evitar turbulencias que puedan interferir con la calidad éptica de las
mediciones.

La solucion (previamente diluida para evitar agregacion) se introduce mediante un tubo de
inyeccion que se encuentra en el centro del sistema, para posteriormente ser enfocada
hidrodinamicamente a través un flujo coaxial que se mueve a lo largo de un cilindro de didmetro
pequeiio (Figura 62), creando un perfil de velocidades parabdlico, con el maximo en el centro del mismo
y casi cero en las paredes del vidrio (la velocidad es proporcional al cuadrado de la razén entre los
diametros mayor y menor). Esto es crucial porque las proteinas de los especimenes bioldgicos que se
usan en citometria de flujo se adhieren a las superficies, incrementando, eventualmente, las turbulencias
en el flujo antes laminar. Ademds de modificar el didametro de la columna central de flujo de la muestra,
se considera la presion de ésta, que es de 1 — 2PSI mas alta que la del flujo que la envuelve, forzando la
alineacién de las células en el centro; si esta presidon se incrementa, el diametro de ese centro
disminuira, desestabilizando el flujo de las células y disminuyendo la precision y exactitud de la medicidn
[115].

58



Tubo de inyeccion de

muestra ___ Flujo

i evolvente

Didmetro
central de la
muestra

—

- Didmetro del
Columna

flujo
central: muestra envolvente
més flujo
envolvente -

Seccibn transversal del flujo coaxial

Figura 62. Esquema del sistema hidrodinamico del citometro [115].

El flujo altamente acelerado de la columna central permite la separacidon espacial de las
particulas dentro de la columna de la muestra, de esta manera es posible analizar las sefiales que se
transmiten a través de las células con mayor exactitud.

Sistema Optico y Detectores

La fuente debe coincidir con el espectro de absorcion de los fluorocromos de interés. El laser de Argdn es
el mas utilizado porque se pueden obtener diversas longitudes de onda con él: UV (350nm), Azul
profundo (457nm), azul (488nm), azul verde (514nm). También es posible encontrar de manera
conjunta, un citémetro que utilice, ademas del de argdn, un diodo laser de He-Ne, cuya longitud de onda
es de 633nm (rojo).

El perfil del haz es eliptico (15x16um), para producir una seccion transversal larga, pero
relativamente plana, que reduce la variacion de la intensidad de la mancha focal cuando la particula o la
célula la atraviesa. Cuando el laser incide sobre la muestra hay dispersién de luz en todas direcciones,
gue se colecta por unos detectores localizados a 90° de la direccién de incidencia (detectores de
dispersion lateral), y otro localizado justo en la direccion del haz (detector de dispersion hacia adelante).
La luz dispersada o emitida por fluorescencia es colectada en tubos fotomultiplicadores a través de
espejos y filtros dpticos (pasa bandas, pasa altas y pasa bajas) [116].
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La intensidad de la luz colectada hacia adelante es proporcional al tamafio celular, asi que la
electrénica del detector de dispersion hacia adelante se encarga de hacer la transformacién de
intensidad a voltaje, para graficar esto respecto al tiempo y asi relacionar la altura del pulso con el
tamano de la célula (Figura 63). El sistema de cOmputo presenta un histograma del tamafio celular

contra la frecuencia con que éstas aparecen.

P Haz laser eliptico:
15x16micrometros
Senal de entrada e
P i
— I
Flujo
A | envolvente
\' e /
Columna |
central [
/ \ — | 4
/ P —{
| Area \ Seial
' \ de
/ \' salida
Tiempo
v C
Gotas
A
= | ‘// \ :
S |/ \
| I," P I’:I |
: | Umbral
[ arga |
/
(@] 7‘— '?\
I
Ventana Tiempo

Figura 63. Esquema del punto de interrogacion [115]. (A) Cuando la célula pasa a través del punto de interrogacion crea
un pulso cuya amplitud depende del tamafio de la célula o particula que esté atravesando el haz. Posteriormente la sefial
regresa a cero. (Para el caso de fluorescencia, se toma la integral de la curva). (B) Modos en los que el haz emite, lo deseable es

TEM 00, aunque es posible una mezcla de éste y TEM 01. (C) El pulso se traduce en una sefial de voltaje, en la cual el usuario
define una ventana temporal y un umbral.

La luz dispersada a 90° se utilza para relacionar su intensidad con la granularidad o complejidad
celular. El histograma resultante da el numero de células contra la complejidad que poseen. En conjunto,
ambos histogramas se unen para dibujar una gréfica de dispersién, en donde en la ordenada se
encuentra la dispersion lateral y en la abscisa la dispersion hacia adelante. Asi es mas facil identificar las
diversas poblaciones celulares presentes en una muestra. El sistema permite seleccionar la poblacion de

interés, y lo demds considerarlo como umbral [116].
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Figura 64. Separacién de la muestra mediante citometria de flujo [115].

La columna de flujo (envolvente + muestra) y el laser se intersectan en el foco hidrodindmico. La
columna se hace vibrar mediante un cristal piezoeléctrico que oscila a frecuencias de 10,000 a
300,000Hz, dependiendo del didmetro, velocidad y naturaleza de la columna, asi como del tamafio de
las células de la muestra. Cuando la columna vibra, se va separando en gotas. Una vez seleccionada la
poblacidon de células o particulas deseada (mediante probabilidad Gaussiana [117]), se le asigna una
carga a la ultima gota que estd aun unida a la columna de flujo. Posteriormente se atrae a través de las
placas casi paralelas mediante la aplicacidon de un voltaje entre ellas. Cada gota que contenga la particula
o célula deseada se situa dentro de un contenedor seleccionado.

Cuando se hace vibrar la columna de flujo mediante la aplicacion de un campo eléctrico se
forman gotas (que contienen células), de acuerdo a la siguiente ecuacion [118]:

Ec. 19 v = Af.

Donde v es la velocidad del flujo, A es la distancia entre las gotas (longitud de onda de las
oldulaciones causadas por la vibracidn) y f es la frecuencia de formacion de las mismas (frecuencia de
modulacién). El sistema considera que las formacidn estable de gotas ocurre cuando la distancia entre
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ellas es igual a 4.5 veces el diametro del flujo. Las gotas son entonces iluminadas con el laser, y los
detectores amplifican la sefal obtenida. El sistema mide el tiempo de retardo entre una sefal y otra, de
aqui puede discernir qué tipo de poblacion va a separar. La siguiente ecuacién representa el movimiento
de la célula, esta basada en la segunda ley de Newton que describe el movimiento debido a la fuerza de
gravedad; en la fuerza de flotacién y en la de Stokes, que describe la interaccion de la célula con el fluido;
y, finalmente, en el campo eléctrico aplicado (considerando que la membrana eritrocitaria estd cargada+)
[119]:

dar

Ec. 20 m
dt?

1 5 = dar
= (m - gnd3p)g +Eq — 6711]de,
es decir,

dr

Ec. 21 Tez

+cZyp=o,
dt

donde, m, d y q son la masa, diametro y carga, respectivamente, de la célula; p y ns son la

densidad y viscosidad del fluido; E, gy dr/dt son el campo eléctrico, la aceleracién debida a la gravedad
y la componente espacial, respectivamente; y t es el tiempo. C = 6mns d/m vy

D=—-(1-npd3/6m)§ — qE/m.

En la Figura 65 se muestra el analisis mecanico de una célula que cae bajo el efecto de la
gravedad a una velocidad inicial cero, y es dirigida hacia uno de los canales mediante la aplicacién de un
campo eléctrico a una velocidad u,. Si el desplazamiento en la direccién y es mayor a una distancia
critica, [ (Figura 65), no entrara al canal lateral, sino se ird al central (correspondiente a los desechos).

Figura 65. Distancia critica [119].

Los canales de la izquierda y la derecha son de seleccién de la muestra. Luego de sefialar la
muestra deseada en el histograma de dispersién, se escoge a cual canal mandarla. Aquellas gotas que no
correspondan a los parametros seleccionados se mandaran hacia el canal central, que corresponde a los
desechos.

La distancia critica se encuentra calculando la tangente del angulo 8, como se muestra en el
siguiente esquema (Figura 66):

T s . 7 , .
El calculo considera a las células como particulas cargadas con un cierto volumen.
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Figura 66. Esquema del andlisis geométrico de la posicion de la célula.

Six = hy/cos@ytan8 = (h, + x)/I,, por lo tanto:

h h
Ec. 22 l.=—24+—=
¢ tan 6 sen 6

Donde h; y h, corresponden a los didmetros de los tubos laterales y de desecho,
respectivamente. La solucién de la Ec. 21, en términos de las constantes C y D, considerando que t = 0:
7 =0ydr/dt = ug, es:

Ec. 23 x(t):_we—a_&t_l_mﬂ;oc
c c c
Dy+uyC D. D.+unC
Ec. 24 y(t)z_yc_’;oe—a_?yt_i_ yclzto
donde Dy = —LEsin® y Dy =—(1-2mp%)g—LEcoso | a boblacic
onde Uy = —_ £SInU Yy y—_( —gﬂp;)g—; cos 6. Por lo tanto, la poblacion

deseada entrard en el tubo seleccionado si la distancia que recorre en el eje y es mayor a la distancia

critica, ., y esto dependerd de la relacién q/m.
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3.2 MICROPIPETAS

La deformabilidad de los eritrocitos puede ser medida por diversos métodos: filtracién, ectacitometria,
reoscopia y aspiracién por medio de micropipetas. Este ultimo permite el anadlisis cuantitativo de la
presidon negativa aplicada y la extension de la membrana dentro de la pipeta; de esta manera es posible
medir las propiedades viscoelasticas, la organizacién de la membrana y la estructura intracelular.
Durante cortos periodos de tiempo (5 — 10min), la membrana se comporta como un material sélido que
es linealmente elastico; para largos periodos de tiempo, ocurren deformaciones permanentes indicando
un caracter semisolido. Este comportamiento se refiere Unicamente a la membrana, ya que el interior
del eritrocito es liquido y éste no se resiste a la deformacién ni posee un médulo de elasticidad [120].

3.2.1 Micropipetas

Las micropipetas se hicieron a partir de capilares de borosilicato de vidrio con 0.8 y 1.1mm de diametro
interno y externo, respectivamente. El sistema utilizado para crear las puntas a partir del capilar fue un
Flaming/Brown Micropipette puller, Model P-97, Sutter Instrument CO (Figura 67). El vidrio se sostiene en
los extremos con unos sujetadores y se programa el sistema para que lo estire en sentidos opuestos
mientras que en el centro del mismo se aplica calor mediante una resistencia, hasta que se separa en dos
pipetas (Figura 69).

Figura 67. Equipo Flaming/Brown Micropipette puller, Model P-97, Sutter Instrument CO, utilizado para hacer las
micropipetas [121].

Los parametros adimensionales, relativos al valor rampa que obtiene el equipo (el minimo
requerido para romper cada tipo de vidrio), que se pueden ajustar para obtener el tamafio deseado de
las pipetas son:

¢ CALOR RELATIVO (0 — 999). Controla la corriente eléctrica que se suministra al filamento, para
fundir el vidrio con el calor disipado. Este dependera del tipo de resistencia que se utilice, asi
como el tamaiio y tipo de vidrio utilizado. El parametro puede variarse a partir del valor rampa.
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e FUERZA RELATIVA (0 — 255). Este controla la fuerza con que se jala el capilar en sentidos
opuestos. Entre mayor sea este parametro, la punta de la pipeta tendra un diametro menory la
longitud de la punta sera mucho mas larga.

* VELOCIDAD RELATIVA (0 — 255). Se refiere a qué tan rapido el vidrio comenzara a estirarse.
Dependera de su viscosidad, que a su vez es funcién de la temperatura del mismo.

* TIEMPO (0 — 255, cada unidad representa 0.5ms). Es el tiempo de enfriamiento del aire
contenido en el sistema.

/ {PUNTO DE INCREMENTO DE LA

\VELOCIDAD
VELOCIDAD u

CALOR

VALOR DEL 5
PARAMETRO ; ;
! I AN

{40 ms§ A VALOR DE LA
: — 1seg —> | FUERZA
FUERZA ;

[ VALOR DE LA
> $~PR£SIO.\'
VALOR
TIEMPO DEL
TIEMPO

Figura 68. Esquema del ciclo de rompimiento del capilar [122].

El programa utilizado para que la punta de la pipeta tenga un didmetro interno de 3 — 4um fue:
HEAT = 605, PULL = 65, VEL = 120, TIME = 150.

Resistencia

Figura 69. Foto (arriba) y esquema de la hechura de las micropipetas (abajo). La punta de ésta es cilindrica.

Posteriormente se observa la pipeta en la microforja, que consiste en un microscopio acoplado a
unos micromanipuladores que sujetan al capilar con la finalidad de acercarlo a una resistencia por la que
circula corriente; la energia disipada de ésta, controlada por el medidor de temperatura, derrite el vidrio
para quitar cualquier astilladura que se haya producido mientras se rompia y pule la punta o la suaviza
(Figura 70). El diametro interno final al que se quiere llegar es alrededor de 3um, ya que es el minimo
requerido para no romper la membrana ni dejar pasar al eritrocito completamente [123].
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Figura 70. La punta de la pipeta se mide con un micrémetro ajustado al lente del microscopio [124]. Esta debe
medir de 2 — 3um de didmetro interno, aproximadamente.

Las pipetas hechas se transportan en una caja de petri y se mantienen en refrigeracion debido a
gue la temperatura ambiente aumentd durante los experimentos, ocasionando que la punta se dilatara 'y
los eritrocitos entraran por completo al capilar.

3.2.2 Sistema para micromanipulacién

<1 b LRI TETTTT

Llave de
tresvias Jeringade
20ml

Mandémetro

o 5 !
Mangueras
Pipeta / & 0

Figura 71. Esquema detallado del sistema para sujetar a la pipeta.

El sistema consiste en un microscopio invertido colocado sobre una mesa antivibratoria. A él se le acopla
una camara de video conectada a una computadora para hacer el andlisis de imagenes. Junto al
microscopio se colocan unos micromanipuladores para sujetar y mover la pipeta en tres dimensiones.
Para este fin, la pipeta se sostiene por un catéter intravenoso periférico (punzocat), unido a una llave de
tres vias para venoclisis, la cual tiene uno de sus extremos conectados a un mandémetro y el otro a una
manguera que, a su vez, esta unida a una jeringa de 20ml para realizar la succion (Figura 71).
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3.2.3 Succion del eritrocito

Es importante que, luego del aislamiento, los eritrocitos se encuentren en solucion isoténica, ya que la
resistencia a la deformacién varia con la concentracidn de soluto del medio: es menor en solucién
hipertdnica que en hipotdnica e isotdnica. Cabe mencionar que no hay diferencia entre la resistencia a la
deformacién de la biconcavidad del eritrocito, ya sea en solucidon isoténica o hipotodnica, y la periferia de
la misma; aunque la desventaja es que podrian ocasionarse pliegues en la membrana cuando se sujeta
de forma ecuatorial [125]. En este caso, la succidn se hizo entre la biconcavidad y la parte periférica,

debido a restricciones del equipo.

La muestra en el portaobjetos debe ser lo suficientemente grande para evitar que la pipeta
toque el fondo; ademas debe estar muy diluida en PBS para que los eritrocitos no se adhieran (Figura

72). La pipeta se coloca entonces sobre la membrana y se ajusta la presidn a cero en el momento en que

8¢

Muest;{A \ Micropipeta

ésta no entra ni tampoco se despega de la punta.

o ¢

- %

migras

Portaobjetos

Figura 72. Esquema representativo de la colocacién de la micropipeta para atrapar al eritrocito (izquierda). A la
derecha se muestra una imagen tomada con la cdmara de video acoplada al microscopio, usando el objetivo de
40x.

Durante la succién y deformacion del eritrocito se toma video con la camara Lumenera, que
utiliza INFINITY CAPTURE Software para capturar video y fotos, e INFINITY ANALYZE Software para la
medicién y analisis de elementos de la imagen.

Con la jeringa se succiona el aire contenido en las vias, lo que producird una diferencia de
presiones entre el interior y el exterior de la pipeta, traduciéndose esto en la succién de la membrana del
eritrocito (Figura 73).

P, %PP§ Micropipeta % ~§§i @
(c)

Eritrocito P; (a) (b)
Figura 73. (a) Comienzo de la succidn, (b) Longitud critica L y (c) Rompimiento de la membrana. Pp y P, son las
presiones de la pipeta y del medio, respectivamente

La succidn se realiza hasta llegar a una longitud L, justo antes de que la membrana se rompa.
Durante todo el procedimiento se mide la presién, AP, con un manédmetro [inHg]. Con estos pardmetros
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mas el radio de la pipeta, Rp, se grafica la curva estrés-esfuerzo (como se explicéd en la teoria de las
micropipetas), cuya pendiente es el inverso del médulo de elasticidad, en condiciones ideales.

3.2.4 Aplicacion del Teorema de Bernoulli al sistema de succion.

La presidon que se mide durante la succidén corresponde al aire que pasa por la manguera conectada al
manometro, no al que se encuentra en el capilar. Es de ahi donde se necesita conocer la presion, y para
ello se aplica el Teorema de Bernoulli. En la Figura 71 se muestra el sistema de succion de una forma
simplificada, ya que la altura entre la punta de la pipeta y el manémetro eran de (3.5 + 0.5)cm.

Si consideramos que no hay pérdidas de gas dentro de la tuberia, la masa del mismo que entra
durante el tiempo t es la misma que sale en ese mismo tiempo:

Ec. 25 Amy = p1AVy = p1(A;14x1) = p;(A1v1A)

Amy = py AV, = py(AzAx;) = pa(Azv,AL),

donde p; = p, = p = 1.2 kg/m3, es la densidad del aire; Am es la cantidad de aire que entra y que sale
durante la succidn; AV es el volumen correspondiente; Ax es la longitud que recorre del drea A; a A,,
durante el tiempo At a una velocidad v, y v,, respectivamente. De la igualdad de la Ec. 25 se tiene:

Ec. 26 A1v1 = szz.

N

|
1 _< SRAARN | "
I

3 5 6 '

Figura 74. Sistema de succién. Los puntos 1-7 corresponden a diferentes secciones transversales por donde pasa
el aire succionado.

El analisis se realizd en cada uno de los 7 puntos donde hubo un cambio de area transversal. De
acuerdo a la conservacion de la energia, la ecuacion de Bernoulli es, en los puntos 1-2:

Ec. 27 Py +3pv{ + pgys = P, +3pv35 + pgy,.

De acuerdo a la Ec. 26 considerando que y; # y;:
12 [ (a)?
Ec. 28 Py = P, +;pvi [(A—;) - 1] +pg(y2 —y1)-

En los puntos 2-3, donde A,v, = A3v3 = A{vy;cony, # Y, # Y3y la Ec. 28:
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2
Ec. 29 Py = Py + 2pvf [(;‘—;) - 1] +pg(ys = y1).

Continuando con el mismo procedimiento para los demas tubos, el teorema de Bernoulli entre el
puntolyel7es:

2
Ec. 30 Py = P; + 2pvf [(;‘—;) - 1] +pg(y7 = y1).

Para encontrar la velocidad en el punto 1, de la Ec. 26 y la conservacién de la energia para un elemento
de fluido de masa m:

Ec. 31 K7+U7 =K1+U1.

%mv% + mgh = %mvlz +0

2
v =v2+2gh = (%) v + 2gh
7
Ec. 32 v, = |24
. 1 A%—A%.

De aqui, conociendo A1, A7, h = y; — ¥4, g, P, Y1 Y V7, se puede la encontrar la presién ejercida
en la punta de la pipeta usando Ec. 32 y Ec. 30.

Ec. 33 P,=P,+p (zghA%) [(ﬁ)z — 1] + pgh.

2" \a2-42) [\47
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CAPITULO 4

ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 CITOMETRO DE FLUJO

Se analizaron 14 casos por citometria de flujo, de los cuales 5 son control; 1 corresponde a una persona
con episodios frecuentes de hiperglucemia, sin embargo no se le ha dictaminado la diabetes por no ser
constantes; 8 son pacientes con DMT2, 4 de ellos insulinodependientes, 2 tratados con glibencamida
(estimula la secrecidn de insulina) y 2 corresponden a diabéticos no tratados con ningln medicamento,
todos con microangiopatias severas (RD, NF, ND y NeD).

De cada muestra se seleccionaron 20 mil eritrocitos para su analisis citométrico y asi obtener
histogramas cualitativos de tamafio y complejidad. Con estos datos se reconstruye la informacién en
forma de una grafica de dispersidon que muestra la distribucién de las poblaciones eritrocitarias en cada
sujeto [126].

4.1.1 Casos Control

Tabla 1. Porcentajes de diferentes clases morfoldgicas que presenta el eritrocito en sujetos control y
pacientes diabéticos, con y sin dafio vascular [132]

Sujetos Estomatocitos Discocitos Knizocitos y Equinocitos
Control [%] 55.5+12.3 43.8+12.6 0.7+£0.9
Diabéticos [%] 40.0 + 20.8 57.3 +22.5 3.1+33

DCV* [%] 448 +£23.9 54.1 +26.8 1.8+ 29

DCeV [%] 46.8 + 8.3 48.1+£9.1 51+ 4.0

OVP [%] 255+18.7 719+ 19.1 25+3.0

* DCV: Dario cardiovascular; DCeV: Dafio cerebrovascular; OVP: Obstruccion vascular periférica.
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Figura 75. (al1-5) Grafica de poblaciones por complejidad (eje vertical) y tamafio (eje horizontal). (b1-5)
Histograma de dispersion lateral (tamafio). (c1-5) Histograma de dispersion hacia adelante (complejidad).

Segun la literatura, los sujetos control tienen una poblacién mayoritaria de estomatocitos, que
son muy deformables y parte de la transicion al estado biconcavo del eritrocito; le siguen en porcentaje
los discocitos, menos deformables pero mas estables; el resto pertenece a knizocitos, equinocitos y otras
formas eritrocitarias (Tabla 1) [132]. Los cinco casos control muestran una poblacién significativa (Figura
75), tanto en tamafio como en complejidad, de acuerdo a los histogramas de dispersién hacia adelante y
lateral, respectivamente.
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Figura 76. Grafica de los porcentajes correspondientes a la poblacién mas grande de cada caso control. El resto
pertenece a otras formas eritrocitarias.

En la Figura 76 se muestra, en promedio, el porcentaje correspondiente a la poblacion
predominante de cada uno de los sujetos control, es decir, la poblacion con mas eritrocitos de las
mismas caracteristicas, tanto de tamafio como en complejidad (97 + 10%). Con estos resultados no es
posible discernir entre las formas de los diferentes eritrocitos inmersos en la muestra, ya que se requiere
de un sorting (procedimiento mediante el cual se separan células de distintas formas y tamafios), pero
cualitativamente demuestra que existe, al menos, una poblacion predominante (dentro de la cual
pueden estar los estomatocitos y discocitos), y otras mas pequefias que podrian relacionarse con las
formas menos comunes, pero presentes en un sujeto normal, de los eritrocitos.

La glucosa y la Hb glucosilada fueron medidas en cada uno de los casos (Tabla 2). Como se habia
mencionado anteriormente, los niveles normales de glucosa van 70 — 105mg/dL y la hemoglobina
glucosilada de 5 — 7. El promedio fue de 82 + 8 mg/dly 5.2 + 0.2, respectivamente.

Tabla 2. Glucosa y Hemoglobina glucosilada de los sujetos control

Sujeto Glucosa [mg/dl] Hb Glucosilada
1 85 5.5
2 70 5.0
3 80 5.3
4 84 5.0
5 92 5.1
Promedio 82+8 5.2+0.2

4.1.2 Casos de pacientes con DMT2 sin tratamiento médico

De la misma manera se procedidé con las muestras de pacientes diabéticos. En la literatura se encuentra
gue en pacientes diabéticos hay una disminucién de los estomatocitos, un aumento de los discocitos
knizocitos y equinocitos, incrementandose esta diferencia en pacientes con DM que ya tienen
complicaciones vasculares (Tabla 1).
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Los resultados siguientes corresponden al andlisis citométrico de los eritrocitos de pacientes con
DMT2 sin tratamiento, con DCV. Se utilizé la misma cantidad de muestra (20,000 glébulos rojos), y se
separaron las regiones definidas, como en el caso control.

muestrad 240610002 muestrad 240610.002

200 400 600 00
FSCH FSCH SECH

ruestrad 2406 1 muestral 2406 10.004 muestral 2406100004

FSCH S5CH

Figura 77. (a1-2) Grafica de poblaciones por complejidad (eje vertical) y tamafio (eje horizontal). (b1-2)
Histograma de dispersion lateral (tamafio). (c1-2) Histograma de dispersion hacia adelante (complejidad).

Tabla 3. Glucosa y Hemoglobina glucosilada de los pacientes con DMT2 sin tratamiento médico

Paciente Glucosa [mg/dl] Hb Glucosilada
1 160 7.3
2 210 7.6
Promedio 185435 7.5%0.2

Es notorio el cambio entre los sujetos control y los pacientes con DMT2 sin tratamiento médico,
en cuanto a la distribucion de las diferentes poblaciones de la muestra. En los histogramas de tamafio
(Figura 77b), se muestra la presencia de mas de una sola poblacién predominante, incluso podria decirse
gue existen minimo tres poblaciones significativas; en cuanto a la complejidad (Figura 77c), también se
puede interpretar que los eritrocitos de pacientes diabéticos sin tratamiento médico, adquieren diversas
formas y que incluso hay dos predominantes. En ambos histogramas ninguna de las poblaciones esta
completamente definida, pero cualitativamente se puede observar una gran diferencia comparados con
los casos control.

En la grafica de dispersion (Figura 77a) se observa la distribucion de las diversas poblaciones; en
los circulos pueden apreciarse con mas claridad dos de ellas, el resto de la muestra se encuentra muy
disperso, lo que indica una variacidon importante de la forma y tamafo de los eritrocitos, que concuerda
con los histogramas de tamafio y complejidad.
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Los niveles de glucosa de un paciente diabético, independientemente de sus complicaciones

vasculares y el tiempo con el padecimiento, se encuentran arriba de los 130 mg/dl, al menos,

ocasionando que la Hb glucosilada se encuentre sobre el nivel maximo, 7. En los casos con DMT2

descontrolada, la concentracién de glucosa en la sangre fue de 185 + 35mg/dl y la Hb glucosilada de
7.5 + 0.2 (Tabla 3)

4.1.3 Caso tratado con glibencamida
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Figura 78. (al1-2) Grafica de poblaciones por complejidad (eje vertical) y tamafio (eje horizontal). (b1-2)

Histograma de dispersion lateral (tamafio). (c1-2) Histograma de dispersion hacia adelante (complejidad).

Tabla 4. Glucosa y Hemoglobina glucosilada de los pacientes con DMT2 tratada con glibencamida.

Paciente

Promedio

Glucosa [mg/dl]

120
150
135£21

Hb Glucosilada

7.7
8.1
7.910.3

La muestra fue tomada de dos pacientes con DMT2 y DCV, tratados con glibencamida, un

medicamento que estimula la produccion de insulina. En ambos pueden distinguirse dos poblaciones

predominantes en los histogramas de tamafio; en cuanto a la complejidad, una poblacién es mayoritaria

y se puede interpretar que el resto de la muestra no tiene forma unica. Esto es claro también en la

grafica de dispersion (Figura 78b), donde pueden apreciarse al menos tres poblaciones significativas

entre tamafo y complejidad, y el resto de la muestra muy inhomogénea.
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4.1.4 Caso de pacientes insulinodependientes
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Figura 79. (al1-4) Grafica de poblaciones por complejidad (eje vertical) y tamafio (eje horizontal). (b1-4)
Histograma de dispersion lateral (tamafio). (c1-4) Histograma de dispersidon hacia adelante (complejidad).
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Tabla 5. Glucosa y Hemoglobina glucosilada de los pacientes insulinodependientes.

Paciente Glucosa [mg/dl] Hb Glucosilada
1 114 7.7
2 110 8.1
3 95 7.3
4 80 7.5
Promedio 112+3 7.710.3

Las muestras fueron tomadas de dos pacientes con DMT2 con DV, que previamente se trataron
con glibencamida y, como los niveles de glucosa ya no descendieron debido al tiempo con el
padecimiento y los bajos niveles de salud, se les cambi6 a insulina intramuscular.

En los 4 casos se muestran dos poblaciones predominantes en cuanto a tamafio, que
corresponde también con los resultados de la Tabla 1. La complejidad es similar a la encontrada en los
casos control, sélo que en ésta se observa la presencia de mds formas eritrocitarias (Figura 79).

En la Tabla 5 se puede observar que la Hb glucosilada esta arriba de 7, y que en dos casos
particulares, donde la glucosa esta dentro de los niveles normales, la glucosilacion permanece arriba del
maximo.

4.1.5 Caso con hiperglucemia

muestral 240610005 mnuestrad 240610.0035

400 600

FatH FSCH 55GH

Figura 80. (al1) Grafica de poblaciones por complejidad (eje vertical) y tamafio (eje horizontal). (b1) Histograma
de dispersidn lateral (tamafio). (c1) Histograma de dispersidn hacia adelante (complejidad).

Tabla 6. Glucosa y Hemoglobina glucosilada del caso con hiperglucemia.

Paciente Glucosa [mg/dl] Hb Glucosilada
1 130 5.6
Promedio 130+11 5.6+2.4

Este caso es particularmente interesante, ya que aun no tiene un diagnéstico médico de DM
como tal porque la glucosa no se encuentra alta de forma constante; sélo tiene episodios frecuentes de
hiperglucemia, lo que ya le ha originado dafios vasculares importantes. En las graficas se pueden

76



distinguir, al menos, tres poblaciones de eritrocitos en cuanto a tamafno y complejidad; en la grafica de
dispersion se observa el resto muy disperso, lo que también indica la presencia de otras formas
eritrocitarias.
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4.2 ASPIRACION CON MICROPIPETAS

4.2.1 Caso Control

Los videos fueron tomados con la camara digital CCD Lumenera Infinity (resolucién de 1600x1200 y 2
megapixeles), con una duracién de 14.14 + 0.01s, cada uno. Se utilizd el software Sony Vegas Pro 9.0 ®
para obtener los fotogramas de cada video, seleccionandolos en el momento en que era visible el
aumento de longitud de la membrana dentro del capilar. Cada uno de ellos era de 720x480 px. Para el
analisis de las imagenes, se utilizd el software Infinity Analyze, que viene en el paquete de la cdmara, e
Imagel 1.43.

El diametro obtenido de la pipeta en la microforja fue de 3.1 £+ 0.4um (utilizada Unicamente
para el caso control). Luego de asegurar que el eritrocito seleccionado tuviera forma de discocito, se
midié su dametro antes de que la membrana entre a la pipeta, suponiendo que es un circulo, como se
muestra en la siguiente figura.

Tabla 7. Didmetros obtenidos del
eritrocito succionado [pum]

Ly 7.99 0.01
L, 7.57 0.01
L, 7.93 0.01
L, 8.35 0.01
Didmetro 7.96 0.32

Figura 81. Medicién del diametro del eritrocito.

El didmetro promedio fue de 7.96 + 0.32um. Conforme se aumento la succidn, se seleccionaron
los fotogramas mas claros y se procedié a su analisis con ImagelJ. En cada uno de ellos se tomd el perfil,
mediante el trazo de una linea, tanto del radio de la pipeta como de la longitud de la membrana dentro
de la misma, para realizar el cociente L/Rp y asi calcular la curva estrés-esfuerzo.

a
e ¢

— @

migras

Figura 82. (a) Imagen analizada con INFINITY ANALYZE de Lumenera, (b) Imagen analizada con Imagel, (c) En esta

figura se trazaron dos lineas de las que se obtiene el perfil de valores de gris contra distancia en pixeles, para
realizar el cociente respectivo.
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Las siguientes figuras muestran los fotogramas escogidos, donde se trazaron dos lineas para
obtener perfiles de valores de gris contra distancia en pixeles, como se aprecia en las graficas

correspondientes.

Las crestas indican valores de gris altos que corresponden a colores claros; y los valles son los
valores mas oscuros. Para obtener el didametro de la pipeta se escogié invariablemente el punto mas alto
de ambas crestas antes de la caida de valores de gris y se obtuvo la diferencia. En cuanto a la seccidn
aspirada de la membrana, el punto inicial se traza a partir de la linea que define el perfil de la pipeta y
mas alld del limite visible de la membrana, como se muestra en el pundo ii. La distancia correspondiente

a la longitud de la membrana dentro de la pipeta es el punto vi.

De la misma forma se analizan todas los fotogramas obtenidos durante el resto de la
deformacidén y se calculan los cocientes respectivos, como se muestra a continuacién (VGRp es el perfil

correspondiente a la pipeta; y Vge, al eritrocito):
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Gréfica 2. Fotograma 181

300
i iv
o] % %

.é 200 Vié @% 69@
3 £ o S
0 150 7, A 5 &
o A o Q
= A A @%&
=100 - 4 A

N

O VGRp A VGe

0 T T T T )
0 50 100 150 200 250
Distancia [pixeles]
Grafica 3. Fotograma 232
300 -
iii )
250 W W
“ §
A e}
v 200 -
2 1’17\_\ (o) ((359
C A o
3 A vi S
i e}
g 150 A Aﬁ%‘& o
o A A %;f,_-g‘ §
© R iy
=00, & o? @Wégﬁb &
A FAN
50 ﬁf—g £
s © VGRp AVGe
0 T T T T T T T T )
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Distancia [pixeles]

80



Valores de Gris

Grafica 4. Fotograma 278
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Grafica 5. Fotograma 319

300 |

250 ﬁiﬁ* A

200 |

150 |

o
100 (ﬁj
OVGRp ~AVGe
0 T T T T T T T T )

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Distancia [pixeles]

81



Grafica 6. Fotograma 410
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En la siguiente tabla se muestra el cociente obtenido de las graficas anteriores, L/Rp, el

fotograma respectivo y la presién medida al tiempo t.

Tabla 8. Deformacidon de un eritrocito control

Fotograma tiAt [s] AP+8(AP) [inHg] L/RpxA(L/Rp)
0 0.000 0.001 0. 0.3 0.0 0.00
140 4671 0.001 2.0 0.3 0.7 0.02
181 6.039 0.001 2.5 0.3 0.7 0.02
232 7.741 0.001 3.5 0.3 0.8 0.02
278 9.276 0.001 4.0 0.3 0.9 0.02
319 10.644 0.001 45 0.3 1.1 0.02
410 13.680 0.001 5.5 0.3 1.2 0.02

La siguiente curva muestra el esfuerzo resultante respecto al tiempo en que se succiond la

membrana.

82



L/R,

1.

1.

1.

0.

0.

0.

0.

0.

4 -

8 .

6 .

2 -

Grafica 7. Desarrollo en el tiempo de la deformacién del eritrocito control.
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En la siguiente grafica se representa la curva estrés-esfuerzo, cuya pendiente se relaciona con la

elasticidad del sistema membrana-citoesqueleto. De acuerdo a la Ec. 16:

Ec. 34
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Grafica 8. Curva estrés-esfuerzo del eritrocito control.
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La siguiente curva muestra las presiones medidas en el mandmetro en inHg durante la succidn,
considerando el desarrollo de Bernoulli explicado en la teoria.

Grafica 9. Deformacion contra presiéon medida en el mandémetro para el eritrocito control.
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4.2.2 Caso con Diabetes Mellitus

Se analizaron dos casos de eritrocitos (en forma de discocitos) de pacientes con DMT2, con dafio
vascular, insulinodependientes. De la misma manera que en el control, los videos fueron tomados con la
camara CCD durante 14.14 + 0.01s, cada uno. El andlisis de imagen se hizo con ImagelJ 1.43.

El didmetro de la micropipeta que se obtuvo en la microforja fue de 3.6 + 0.3um. Antes de la
succién también se realizé la medicion del diametro del eritrocito como en la Figura 81. Para este caso, el
didametro promedio de los casos analizados con DM fue de 8.36 + 0.16um.

Tabla 9. Didmetro promedio obtenido del

eritrocito succionado en los casos con DM
[um]

D, 847 0.1

D, 825  0.01

Diametro promedio 8.36 0.16

Figura 83. Medicién del diametro del eritrocito.

Los fotogramas fueron igualmente analizados con Imagel, tomando los perfiles del diametro de
la pipeta y la membrana dentro de la misma para realizar el cociente L/Rp.
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Figura 84. (a) Imagen analizada con INFINITY ANALYZE de Lumenera, (b) Imagen analizada con Imagel, (c) En esta
figura se trazaron dos lineas de las que se obtiene el perfil. El nimero corresponde al eritrocito 1y 2,
respectivamente. En ambos casos se seleccionaron los fotogramas mas definidos.

En la siguiente tabla se muestran los datos obtenidos durante la succidn: presion en inHg y el

cociente de la deformacidn respecto al radio de la pipeta durante el tiempo t.

Tabla 10. Deformacion del eritrocito 1 de paciente con DMT2

Fotograma t1At [s] AP+8(AP) [inHg] L/Rp:A(L/Rp)
0 0.000 0.001 0.0 0.2 0.0 0.02
158 5.272 0.001 5.5 0.2 0.8 0.02
164 5.472 0.001 7.0 0.2 1.3 0.02
174 5.806 0.001 10.0 0.2 1.4 0.03
188 6.306 0.001 125 0.2 1.6 0.03
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L/R,

194 6.473 0.001 14.5 0.2 2.2 0.03
199 6.640 0.001 16.0 0.2 2.6 0.04
214 7.140 0.001 18.5 0.2 29 0.03

Tabla 11. Deformacion del eritrocito 2 de paciente con DMT2

Fotograma t+At [s] AP+§(AP) [inHg]  L/Rp2A(L/Rp)
0 0.000 0.001 0.0 0.2 0.0 0.00

79 2.636 0.001 3.5 0.2 13 0.03

103 3.437 0.001 4.0 0.2 14 0.03

135 4.505 0.001 5.0 0.2 15 0.03

154 5.138 0.001 6.5 0.2 1.8 0.03

169 5.639 0.001 8.0 0.2 19 o0.03

178 5.939 0.001 10.5 0.2 19 0.03
191 6.373 0.001 12.0 0.2 22 0.03
209 6.974 0.001 13.0 0.2 24 0.04
225 7.508 0.001 14.5 0.2 25 0.04
240 8.008 0.001 15.0 0.2 28 0.04
255 8.509 0.001 17.5 0.2 3.1 0.04
267 8.909 0.001 19.0 0.2 3.0 0.04
311 10.377 0.001 20.5 0.2 35 0.05
332 11.078 0.001 21.0 0.2 3.7 0.06
358 11.945 0.001 22.0 0.2 4.0 0.06

Grafica 10. Esfuerzo contra tiempo para los casos de eritrocitos de pacientes con DMT2
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Grafica 11. Curva estrés-esfuerzo para el eritrocito 1 de paciente con DMT2
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Grafica 12. Curva estrés-esfuerzo para el eritrocito 2 de paciente con DMT2
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L/R,

Grafica 13. Esfuerzo vs presién aplicada en ambos casos de pacientes con DM
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4.2.3 Comparacion entre el caso control y el diabético
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Grafica 14. Casos con DM vs Control
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Grafica 15. Comparacion de la presion requerida para succionar un eritrocito en el caso diabético y
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De acuerdo a las gréficas anteriores, se puede deducir que al tiempo t y a la presiéon P, la deformabilidad

en los eritrocitos de pacientes con DM es mayor que en el caso del eritrocito perteneciente al sujeto

sano. En la siguiente grafica, se observa que la presion requerida para aspirar al eritrocito de pacientes

con DMT2 es de 5 + 1 veces mas grande que en sujetos control, lo cual indica un aumento en la rigidez

de la membrana.
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Grafica 16. Comparacion de curvas estrés-esfuerzo (DMT2 y control).
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CAPITULO 5

DISCUSION

La DMT2 es un desorden metabdlico que depende de factores de riesgo ambientales y sociales en los
qgue el individuo se desarrolla, ademas de ciertos elementos genéticos que puedan predisponerlo.
Durante el curso natural de la enfermedad, la sangre se vuelve mas viscosa y menos filtrable, comparada
con la de los sujetos sanos, debido al incremento de la agregacién de los eritrocitos y la propensién de
los leucocitos a adherirse a las paredes capilares. El factor comdn a los cambios celulares es la alta
concentracién de glucosa. El efecto de la deficiencia de los tejidos para asimilar a la glucosa sanguinea
por falta de insulina afecta a todas las células, en particular a las células de la sangre. La funcion del
eritrocito estd centrada en el transporte de gases, desde los pulmones a los tejidos como es el caso del
0, y desde los tejidos al pulmén, como es el caso del CO,. Las altas concentraciones permanentes de
glucosa afectan al eritrocito ya que glucosilan tanto proteinas externas de membrana como proteinas
intracelulares, tales como la hemoglobina, que es la proteina mds abundante del eritrocito. La
glucosilacion no reversible de las proteinas de la membrana aumenta la viscosidad de la misma alterando
sus propiedades reoldgicas, como se registro en este estudio [4].

CITOMETRIA DE FLUJO

La deformabilidad del eritrocito se manifiesta por la fragilidad osmética del mismo, que se asocia, a su
vez, con las propiedades electorcinéticas de la membrana y afecta directamente la macro y la
microcirculacion. La fragilidad osmética es una medida de la susceptibilidad que la membrana tiene a
lisarse cuando se encuentra inmersa en un medio hipotdnico y se incrementa en pacientes diabéticos
con angiopatias, indicando que los eritrocitos de pacientes con DV son mas fragiles que los pacientes con
DM vy los sujetos control [113], esta es una de las razones por las cuales el eritrocito de pacientes con DM
puede modificar su forma de manera irreversible, como se encontré en los resultados citométricos.

En este estudio, la seleccion de poblaciones de eritrocitos por citometria de flujo revela
poblaciones diferentes entre individuos sanos y en pacientes con DMT2 en diferentes condiciones. El
s6lo patrén citométrico indica la presencia de poblaciones anormales de eritrocitos en la sangre de
pacientes con DM. El paso obligado de célula por célula en el clitdmetro de flujo elimina el factor de
agregacion, debido a la dilucién de la muestra, por lo que las poblaciones heterogéneas observadas en
los pacientes con DM, independientemente del curso de la enfermedad (con medicamento o sin ellos),
se expresa en diferentes tamafios y granulosidad, lo que indica la complejidad interna del eritrocito
dando origen a estados intermedios de poblaciones (Figura 76-79), mientras que los eritrocitos de los
individuos sanos se agrupan mayoritariamente en una poblacidn (Figura 75).
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En el resultado citométrico, se puede observar un corrimiento hacia la derecha en la poblacion
mas abundante en el caso de los eritrocitos de pacientes diabéticos, comparada con los sujetos control,
indicando un aumento de tamafio en el eritrocito. También se observa que entre los mismos pacientes
diabéticos insulinodependientes, tratados con glibencamida y aquellos sin tratamiento médico, existen
diferencias en cuanto a las poblaciones de tamafio: hay un aumento de otras poblaciones, indicando la
presencia de mas tamaios de eritrocitos, lo cual corresponde a lo ya reportado en la literatura. En
cuanto a complejidad, la poblacion mayoritaria se asemeja a los sujetos control, sin embargo hay un
aumento de otras formas complejas del eritrocito como es observable en los sujetos diabéticos sin
tratamiento médico.

A su vez, las alteraciones membranales estan asociadas con una disminucidn en el potencial de
membrana, lo cual va a permitir un aumento en la agregacién de los eritrocitos. La membrana contiene
proteinas y glicoproteinas cargadas negativamente, que crean un potencial repulsivo entre las células y
previene su agregacion durante su flujo por la sangre. Por lo tanto, si este potencial permanece
constante, la fluidez también lo hace. Pero si el potencial disminuye progresivamente mediante la
introduccion de cationes, la estabilidad del sistema cambia progresivamente, de una simple
aglomeracién a un fluido en forma de gel. En sujetos control, el potencial de membrana es de —37.24 +
1.5mV; pero en pacientes diabéticos disminuye a —28.44 + 1.5mV, y, mas aln, en aquellos con dafio
vascular —22.21 + 1.21mV. Los cambios en este potencial son consistentes con el decremento de la
fluidez de membrana en eritrocitos de pacientes con DM. Por lo tanto, la agregacion de los glébulos
rojos es un factor predisponente para el DV, ya que impide la efectiva circulacidon sanguinea porque se
ocluyen capilares pequefios produciendo su ruptura [127].

Se ha propuesto que las alteraciones en las proteinas de la membrana debidas a la glucosilacién
y al estrés oxidativo resultante, son algunas de las causas por las cuales la membrana tiende a lisarse con
mayor facilidad. Como es el caso del dafio producido a la anquirina, proteina de anclaje de la membrana
al citoesqueleto, que forma el complejo de unién entre la espectrina y la proteina de banda 3 (Figura 44).
Esta disminuye un 67.4% en pacientes diabéticos y un 84.7% en aquellos con dafio vascular. Esta
proteina es muy importante, ya que juega un rol especifico en la organizacion del citoesqueleto, asi
como su integridad, transporte idnico y mantenimiento de la polaridad y estabilidad celular en muchos
procesos. La reduccion significativa de la anquirina puede deberse al aumento del estrés oxidativo
producido por la glucosilacién, que resulta en un dafio a la membrana porque los radicales libres
reaccionan con los electrones de los lipidos en la membrana, dafidandola y volviéndola mas susceptible a
la degradacién de sus proteinas [127]. Esto se relaciona directamente con las alteraciones en la forma
del eritrocito, como se observd en los resultados citométricos en el aumento de otras formas

eritrocitarias mas complejas.

Los eritrocitos son susceptibles al incremento en la peroxidacion de lipidos cuando estan
expuestos a un estrés oxidativo significativo, y esto sucede en la DMT2 debido a que hay una
disminucién en los agentes antioxidantes. Esto aumenta la rigidez de la membrana, disminuyendo la
deformabilidad del eritrocito. Tanto la peroxidacidn lipidica y la glucosilacién de las proteinas causan una
reduccion de las actividades de las enzimas, alterando la estructura y funcién de las membranas,
llevando a la disfuncién celular [128]. Esto se ve reflejado en la citometria, debido a las alteraciones
membranales que sufren los eritrocitos de los pacientes con DM.
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La Hb glucosilada es un pardmetro que se determina en los diabéticos para determinar el grado
de dafio vascular. En sujetos control, la Hb glucosilada se encuentra dentro de los limites normales,
mientras que en los pacientes diabéticos con un pobre control de la glucosa tiene un aumento de
aproximadamente 50% del valor control [129], lo cual estd relacionado directamente con las
concentraciones altas de glucosa en sangre. El aumento de la hemglobina glucosilada esta relacionado
con el envejecimiento del eritrocito y éste, a su vez, con los cambios morfoldgicos de los eritrocitos de
pacientes con DM que originan gldbulos con morfologia irregular o equinocitos [130]. Estas formas son
menos susceptibles a la deformacion y mas susceptibles a la agregacion [131]. Otro factor que también
predisopone al aumento de las diversas formas no funcionales del eritrocito es la hipercolesterolemia
asociada a la hiperglucemia que produce morfologias de equinocitos que tienen una funcion disminuida

en el intercambio gaseoso y en sus propiedades reoldgicas [132].

ASPIRACION CON MICROPIPETAS

En las patologias caracterizadas por la disminucién en el flujo sanguineo estan involucradas alteraciones
reolégicas, como aumento en la viscosidad de la sangre, que, a su vez, estd asociada a los cambios
reolégicos de las células que la componen, principalmente de los eritrocitos, ya que son los mas
abundantes [133]. Hay factores tanto intra como extracelulares que modifican estas propiedades en los
eritrocitos y empeoran su circulacion en la red capilar; entre los factores externos tenemos la
concentracién de algunos metabolitos en el plasma: lipidos, colesterol o proteinas [134]. El colesterol se
encuentra elevado en pacientes que padecen DM complicada con vasculopatias, en concentraciones por
arriba de 200 mg/dL, aumentando la viscosidad sanguinea y la rigidez celular. Como los eritrocitos son
incapaces de sintetizar lipidos y proteinas, su composicién lipidica varia de acuerdo a los cambios que
tienen las proteinas y los lipidos en el plasma. La hipercolesterolemia eleva la viscosidad interna y la
rigidez de la membrana eritrocitaria, que es un factor importante en la deformabilidad del eritrocito
[135].

En el presente estudio, los eritrocitos (discocitos) de pacientes con DMT2 requieren de una
presion de succion para deformarse de 4 a 6 veces mayor que la requerida para los eritrocitos de
individuos sanos, lo que indica una membrana rigida. Una observacidon que no estd representada en los
resultados de este estudio por condiciones del video, es la falta de reversibilidad de la deformacién del
eritrocito de paciente con DMT2, observandose que al liberar la presion (succidn) el eritrocito pierde su
forma bicéncava, lo que sugiere una lesién estructural con pérdida de la funcién cuando los eritrocitos
cruzan el lecho capilar.

El aumento en la rigidez de la membrana disminuye la actividad de las proteinas encargadas de
mantener un equilibrio iénico en el eritrocito, aumentando las concentraciones de calcio intracelular.
Este aumento induce la protedlisis y la agregacién de proteinas, resultando en un cambio en la
viscosidad del citoplasma y una modificacién en la interaccién de las proteinas del citoesqueleto con las
de la membrana plasmatica, lo que a su vez impacta a las propiedades elasticas de la membrana [136],
como es observado cualitativamente en este trabajo al comparar las presiones requeridas para deformar

el eritrocito de un paciente diabético con el sujeto sano.
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El efecto de la hiperglucemia sobre las proteinas de membrana del eritrocito y la glucosilacion de
la hemoglobina son un indice importante para pronosticar el compromiso reoldgico que experimentan
los eritrocitos [137]. Ademas del efecto de lipidos y proteinas aumentados en el plasma sobre la
viscoelasticidad de los eritrocitos, en el caso de los pacientes con DMT2, la hiperglucemia prolongada

aumenta la viscosidad de la sangre en un 25% [138].

La baja capacidad de la Hb glucosilada de fijar O,, interviene en el estrés oxidativo que se ha
demostrado en eritrocitos de pacientes con DM a través de un aumento en el malondialdehido (MDA,
gue es un indicador de peroxidacion de los lipidos y dafa a la membrana de forma estructural y
funcional), y en la disminucidn en la concentracion del glutatién (GSH, que se encarga de proteger a la
membrana de las especies reactivas como el oxigeno [139]. El estrés oxidativo contribuye junto con el
desequilibrio electrolitico al dafio de las proteinas y pérdida de la funcién, ya que en los pacientes
diabéticos los niveles de sodio intracelular y de potasio sérico estdan aumentados significativamente
comparados con los sujetos control, debido a que la funcién de la bomba (Na*/K*)ATPasa esta
disminuida, y esto es inversamente proporcional a la concentracion sistélica de calcio, ya que ésta se
encarga de mantener el gradiente de concentracidn entre el sodio y el potasio a través de la membrana:
exporta tres iones de sodio intracelular e importa dos iones de potasio extracelular [140]. Al disminuir su
actividad, se ocasiona un desequilibrio iénico (por la acumulacién de sodio en el interior del eritrocito
con la subsecuente acumulacion de iones de calcio libres en el exterior), y aceleracion del
envejecimiento de la membrana, indicando pérdida de deformabilidad en eritrocitos diabéticos [141].

La elasticidad, asociada a la deformabilidad de los eritrocitos (discocitos) de pacientes con DMT2
insulinodependientes estudiados en este trabajo es de 30-52% mas grande que en el caso control, lo que
indica que el sistema membrana-citoesqueleto de los eritrocitos de pacientes con este padecimiento es
mas eldstico que el caso control. Sin embargo, estos eritrocitos pierden sus propiedades elasticas luego
de la deformacion, ya que se rebasa su limite elastico, comportandose posteriormente de forma plastica
hasta lograr su ruptura. Asi que solo es posible considerarlos elasticos durante la deformacién, como se
observa en la pendiente de las curvas estrés-esfuerzo para los tres casos.

En las graficas de deformacién contra tiempo y contra presion, se observa que los eritrocitos
control necesitan presiones mas bajas y tiempos mas largos para deformarse lo mismo que un eritrocito
de paciente diabético. al tiempo t la deformacion es mayor en el caso de los eritrocitos de pacientes con
DMT2, comparada con el caso control. Esta dependencia en el tiempo indica la presencia de la

componente viscosa, que se relaciona con la teoria.

Muchos estudios se han realizado con diversas metodologias en la busqueda por los principios
tedricos que sirvan para implementar la tecnologia diagndstica temprana que asocie a las propiedades
reoldgicas del eritrocito a la enfermedad vascular primaria o secundaria a patologias crénicas como la
DM [142, 143]. Aspiracion con micropipetas, deformacién con campos eléctricos, pinzas dpticas [144],
proveen informacién cuantitativa acerca de la elasticidad en condiciones estaticas. Pero
independientemente de la aproximacion metodoldgica, el resultado en el caso de la DM complicada con
vasculopatias, resulta en un aumento de la rigidez de membrana de los eritrocitos (discocitos), con un
aumento de la viscosidad plasmatica y celular, asi como una alteracién en las propiedades eldsticas del
eritrocito, de tal manera que éste las pierde luego de una deformacién [145].
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Todos los factores mencionados que alteran las propiedades reoldgicas del eritrocito confirman
el compromiso de determinar tempranamente el grado de dafio celular antes de ser instalada la
enfermedad vascular irreversible [146]. Actualmente hay poca informacién cualitativa y ninguna
informacidn cuantitativa concluyente acerca de la perdida de deformabilidad de los eritrocitos asociada
con DMT2 que pueda ser util para desarrollar un método diagndstico de caracter preventivo que apoye a
disminuir el riesgo de la instalacién clinica del dafo vascular con isquemia [147].

En este estudio, se desarrollé una técnica que puede medir cualitativamente el comportamiento
elastico y la deformabilidad de eritrocitos en condiciones estaticas, que permiten hacer comparaciones
entre poblaciones de eritrocitos de diversas formas y en condiciones diferentes.
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ABREVIATURAS

()

cu
DCV
DCeV
DM
DMG
DMT1
DMT2
DV
EAOP
Hb
HbA
HbA1
ND
NeD
ovP
RD

Complejo de Suspensién
Complejo Unién

Dafio cardiovascular

Dafio cerebrovascular
Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus Gestacional
Diabetes Mellitus Tipo 1
Diabetes Mellitus Tipo 2

Dafio Vascular

Enfermedad Arterial Obstructiva Periférica
Hemoglobina

Hemoglobina Adulta
Hemoglobina Glucosilada
Nefropatia Diabética
Neuropatia Diabética
Obstruccién vascular periférica
Retinopatia Diabética
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T U = e I e Yo o 1 | PO UUUURPRNS 22

Figura 20. Forma del eritrocito. El didametro promedio del eritrocito es de 8um; tiene un grosor maximo
de 2.6-3um y una distancia de 0.8-1um entre las concavidades [, ]....cccceerriiiereiiiiiiiee s, 24
Figura 21. Esquema representativo de las tres principales formas que adquiere el eritrocito cuando se
somete a una diferencia de presiones. (a) hipertdnica, (b) hipotdnica, y (c) isotdnica []........ccceevvrrrreennnn. 25
Figura 22. Eritrocito en solucidn hipertdnica (produce crenacién o encogimiento del eritrocito) (a),
hipoténica (puede llegar a plasmélisis o hemdlisis) (b) e isotdnica (eritrocitos en equilibrio osmotico) (c)
SRS 25
Figura 23. Los Macrocitos tienen un didametro mayor a 8.5um y los Megalocitos mayor a 12um
(asociados con deficiencia de vitamina B12 y/o acido fdlico, transtornos hepaticos, etc.) Los Microcitos
son de 6um y estan presentes en las anemias por su bajo contenido de Hb.[]. ..ccccoevriniiiieiiiniiiiniin, 26
Figura 24. Equinocito. Presentan de 10 a 30 espiculas simétricas que pueden convertirse en vesiculas y
desprenderse del glébulo convirtiéndolo en esferoequinocito [ (izq), 51 (der)]. cccooveeeeeeeeeeeeiiciiirieeeeeee. 27
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Figura 25. Knizocito. Posee tres concavidades causadas por alteraciones en la membrana lipidica []. .....27
Figura 26. Acantocito. Estructura densa e irregularmente contraida que se presenta cuando el eritrocito
se expone a condiciones que modifican el contenido lipidico de la membrana []. c..cccccceeiiiiiiiciiiiiiennn.n. 27
Figura 27. Estomatocito. La entrada de sodio excede la del potasio y la membrana gana cationes de agua
qgue la hinchan. Esas invaginaciones cdncavas eventualmente forman vesiculas en el interior de
Iy de]aaFl ool 1o B I LFZe ) =3 N (e 1] o | IS SURR 28
T U = A D<= o F- T o L U UPUURPRNS 28
Figura 29. Esferocitos. Citoesqueleto incapaz de mantener la forma bicdncava por una alteracién en la
proteina qUE 10 COMPONE []. coiiiiiiiiiee ettt e e e e e et e e e e e e e e e e e e e aabbabaaaeeaaaeaeeeasaasssrasaaaaaaaessaanns 28
Figura 30. Eliptocitos. Asociados con una anormalidad en la composicién bioquimica del citoesqueleto [].

.................................................................................................................................................................... 29
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Figura 33. QUeratoCitos Y €SQUIZOCITOS []..ceicicuririiiiiieei ettt e e e e e eeeectrtre e e e e e e e e e e eeaarraaaeeeeaaaeeseennnnsranes 29
Figura 34. CUEIPOS € HEINZ []. uuiiiiiiiiieii ittt e e e e e e e e e e ettt r e e e e e e e e e e e e e aanbraaaseeaaaaeesenasnsrnnes 30
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Figura 36. Bicapa lipoproteica, proteinas integrales y periféricas del eritrocito [66]. .......cccceeeeeieriiiccnnnnns 31

Figura 37. Esquema de la localizacién y posicion de las proteinas de membrana (integrales y periféricas)

SRS 32
Figura 38. Proteina de Banda 3 [70]....cccci oottt e e e e e e e ettt r e e e e e e e e e e e eanbbaaaeeeeaaaeeseennnnsrnnns 33
Figura 39. Grupos sanguineos presentes en el glucocalix del eritrocito [].....ccccceeeeeeeicciiiiiieeeee s 34

Figura 40. Glucoforina C []. Disposicidn de las terminales amino y carboxilo de la glucoforina en la bicapa

170] (o Tot- FS U PURPRRN 34
Figura 41. Complejo unidon formado por cadenas de espectrina y proteinas de anclaje [89]..................... 35
Figura 42. Patron electroforético de las proteinas de membrana del eritrocito [78]......ccccceeeeeeeeeiicccnnnnns 36

Figura 43. Tetramero de espectrina: consta de dos cadenas alfa y beta, situadas de forma antiparalela,
unidas, en sus extremos, MedianNte |8 @CTING. .....iiiiiiiie e e e et e e e et e e e e eebaa e ees 37
Figura 44. Unidad hexagonal del citoesqueleto y sus complejos de suspension [88].......cccceeveeeeeeiicccnnnnnnns 37
Figura 45. Izquierda: representacion esquematica del complejo de suspensién anclado a la espectrina
cerca de su centro. Estd compuesto por la banda 3 que estd ligada a la ankirina y que a su vez se ancla a
la espectrina; la proteina 4.2, a la que se le unen la banda 3 y la ankirina; y por las glicoproteinas se unen
a la banda 3, entre otras proteinas. Derecha: esquema del complejo de unidn que contienen espectrina,
F-actina y proteina de banda 4.1, asi como las proteinas que se unen a la actina como tropomiosina,
tropomoduling, aducing, €1C. [70]. cieeeeiiiiiiiiiiiiie et e e e e e e e s rrre e e e e e e e e e e e e s bbb rraareaaaeaeeeannnnnrrrans 38
Figura 46. Distribucién hexagonal con complejos unidn. Los tetrdmeros de espectrina (Sp4), la red de tres
espectrinas (Sp6), los dobles filamentos del tetramero de espectrina (2Sp4). En la figura de la derecha se

representa esto de forma mas ilustrativa [89]........uuuueiiiiiii i a e 38
Figura 47. Subunidades heptagonales y pentagonales del citoesqueleto [89].........cccccviiiieeeeeeieniiccciinns 39
Figura 48. Estructura de |a hemoglobina []....cccuueiieiiiiiieeieeeeee e e e esrrrre e e e e e e e e e s e eaanraees 40

Figura 49. Productos de glucosilacion avanzada. Esquema de reaccion del proceso de glucosilacion no
enzimatica de proteinas (A) Formacion de la base de Schiff (B) Reordenamiento de Amadori. A través de
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una serie de reacciones complejas, los productos de Amadori pueden originar derivados con estructura
imidazdlica (C) pirrdlica (D) y otras diversas (iminas, furanos, piridinas, etC.).....ccccccceeeeiiiiiiiiiiiieeeeee e, 41
Figura 50. Representaciones de las formas lineal y ciclica de la D-glucosa. Las formas abiertas
representan el 0.0002% del total de la glucosa en sangre, ya que son las menos estables []. Las dos

ultimas son glucopiranos alfa y beta, respectivamente. Son las mds abundantes. ............cccoovvveeeeeeennnnnn. 42
Figura 51. Unidad estructural de la proteina: Aminoacido []....cccccceeieiiiiiiiiiiiieeee e 42
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Figura 53. Ejemplo de la aplicacion de los tres tipos de estrés. Del lado izquierdo se observa un cuerpo en
equilibrio (A), enseguida se le aplica un estrés compresivo y se ve que su tamafio se reduce (B); después
un estrés extensional, donde su tamafio aumenta (C); y, finalmente, el de cizallamiento o estrés cortante,
cuya fuerza es tangencial @ 1a SUPEITICIE (D). vieeeeiieiiiiiiiiieeeee e e e e e e e e e e e e eanbrraaeeeaaaas 47
Figura 54. Curva estrés-esfuerzo. Si se estira un bloque de uno de sus extremos con una fuerza F, el
bloque disminuird su tamafio en el plano xy por cantidades infinitesimales dx y dy. El coeficiente que
relaciona el estrés aplicado y el esfuerzo resultante se denomina Médulo de elasticidad......................... 47
Figura 55. Curva estrés-esfuerzo para materiales elastiCoS. .......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 49
Figura 56. Aqui se muestran los dos principales radios de curvatura de un elemento de membrana (1R1y
1R2), asi como las tensiones respectivas en las diferentes direcciones de deformacion. .............c........... 50
Figura 57. Modelo de la aspiracién de la membrana mediante una pipeta cilindrica de radio RP. ........... 50
Figura 58. Curva estrés-esfuerzo. Representa la diferencia de presiones requeridas para aspirar la
membrana a una distancia L dentro de la pipeta. La curva se normaliza porque se quiere que sea
independiente de Rp y |, ya que se asume que ésta es constante [120]......cccccceeeriiienieeeniieeniieenieeee e, 53
Figura 59. Curva de relajacion. La relajacién de la membrana es de forma exponencial, y la constante de
tiempo respectiva se relaciona con la viscosidad y la elasticidad mediante Tr = N...coocveeriieeniieeniieenne 53
Figura 60. Centrifugacion de la sangre. (a) Rotor de angulo fijo, (b) Las particulas recorren menos
distancia, permitiendo un tiempo de centrifugacion relativamente corto........cccccovriieieeeeceeeecccciirieeeeennn. 57
Figura 61. Separacidn de los componentes de la sangre. (a) La muestra se colocé con Ficoll-Hypaque 2:1,
(b) Luego de la centrifugacion, los componentes de la sangre se separaron en bandas: Leucocitos
(arriba), granulocitos (en medio), y eritrocitos (abajo)........cocecciiiiiiiiiii e 57
Figura 62. Esquema del sistema hidrodinamico del citdmetro [115]. ...ccccciviiiiiieeeee e 59
Figura 63. Esquema del punto de interrogacién [115]. (A) Cuando la célula pasa a través del punto de
interrogacién crea un pulso cuya amplitud depende del tamafio de la célula o particula que esté
atravesando el haz. Posteriormente la sefial regresa a cero. (Para el caso de fluorescencia, se toma la
integral de la curva). (B) Modos en los que el haz emite, lo deseable es TEM 00, aunque es posible una
mezcla de éste y TEM 01. (C) El pulso se traduce en una sefial de voltaje, en la cual el usuario define una

ventana temporal y UN UMDBIal. ... r e e e e e e e e e e st araareeeaaeeeeeesnnnnnrenes 60
Figura 64. Separacién de la muestra mediante citometria de flujo [115].....ccueeeieeeeiiiiiiiiiiiieeeeee e 61
Figura 65. Distancia Critica [119]. ..uueeiiiei ittt e et ee e e e e e e e e e et rree e e e e e e e e e s atnbbaaaseeaaaaeessansnsrnnes 62
Figura 66. Esquema del analisis geométrico de la posicion de la célula. ........ooovvieiiiiiiiiiiiiieeiiee s 63

Figura 67. Equipo Flaming/Brown Micropipette puller, Model P-97, Sutter Instrument CO, utilizado para
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Figura 68. Esquema del ciclo de rompimiento del capilar [1. c..ceeeeieieoiicicie e 65
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Figura 69. Foto (arriba) y esquema de la hechura de las micropipetas (abajo). La punta de ésta es
Lol {a Yo 4T oF APPSR 65
Figura 70. La punta de la pipeta se mide con un micrémetro ajustado al lente del microscopio []. Esta
debe medir de 2-3pum de didmetro interno, aproxXimadamente. ......occveeriercieee i 66
Figura 71. Esquema detallado del sistema para sujetar a la pipeta.......ccccovviiieieieiei i 66
Figura 72. Esquema representativo de la colocacion de la micropipeta para atrapar al eritrocito
(izquierda). A la derecha se muestra una imagen tomada con la camara de video acoplada al
Microscopio, UsanNdo €l ODJETIVO A A0X........cceccciiiiiieiie e e ettt e e e e e e e e st rraeeeeeeeaeeeesasssrssaeeaaaaesesannns 67
Figura 73. (a) Comienzo de la succién, (b) Longitud critica L y (c) Rompimiento de la membrana. PP y PO
son las presiones de la pipeta y del medio, respectivamente ........ccccvveeeeieee et 67
Figura 74. Sistema de succién. Los puntos 1-7 corresponden a diferentes secciones transversales por
donde pasa €l @ire SUCCIONATO. ...ttt e e e et e e e e e e e e e e e s bbb trareeeeaeeeesesnssbrrasesaaaens 68
Figura 75. (al-5) Gréfica de poblaciones por complejidad (eje vertical) y tamafio (eje horizontal). (b1-5)
Histograma de dispersion lateral (tamafio). (c1-5) Histograma de dispersion hacia adelante
(o] 0] o1 (=1 o =T ) 1SR UURPRRN 71
Figura 76. Grafica de los porcentajes correspondientes a la poblacion mas grande de cada caso control. El
resto pertenece a otras formas eritrOCItArias. . ..ccciuiiiiiiie e e e e e e e e e e rrrre e e e e e e e e eeaa 72
Figura 77. (al-2) Gréfica de poblaciones por complejidad (eje vertical) y tamafio (eje horizontal). (b1-2)
Histograma de dispersion lateral (tamafio). (c1-2) Histograma de dispersion hacia adelante
(o] 0] o1 (=1 e =T ) 1SR UURPRRN 73
Figura 78. (al-2) Gréfica de poblaciones por complejidad (eje vertical) y tamafio (eje horizontal). (b1-2)
Histograma de dispersion lateral (tamafio). (c1-2) Histograma de dispersion hacia adelante
(o] 0] o1 (=1 o =T ) 1SR UURPRRN 74
Figura 79. (al-4) Gréfica de poblaciones por complejidad (eje vertical) y tamafio (eje horizontal). (b1-4)
Histograma de dispersion lateral (tamafio). (c1-4) Histograma de dispersion hacia adelante
(o] 0] o1 (=1 e =T ) 1SR UURPRRN 75
Figura 80. (al) Grafica de poblaciones por complejidad (eje vertical) y tamafio (eje horizontal). (b1)
Histograma de dispersion lateral (tamafio). (c1) Histograma de dispersién hacia adelante (complejidad).

Figura 81. Medicidon del didmetro del eritroCito. ... e e e e e e 78
Figura 82. (a) Imagen analizada con INFINITY ANALYZE de Lumenera, (b) Imagen analizada con Image), (c)
En esta figura se trazaron dos lineas de las que se obtiene el perfil de valores de gris contra distancia en
pixeles, para realizar €l COCIENTE rESPECLIVO. ......uuuiiiiiiiieiee et e e e e e e e e e e e e e e starraaaeeaeaaeeeeannns 78
Figura 83. Medicidon del didmetro del eritroCito. ...uiiiii it e e e e e e e anaeaaes 84
Figura 84. (a) Imagen analizada con INFINITY ANALYZE de Lumenera, (b) Imagen analizada con Image), (c)
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