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Para	
  ser	
  grande,	
  sé	
  entero:	
  nada	
  
Tuyo	
  exageres	
  o	
  excluyas.	
  

Sé	
  todo	
  en	
  cada	
  cosa.	
  Pon	
  cuanto	
  eres	
  
En	
  lo	
  mínimo	
  que	
  hagas,	
  
Por	
  eso	
  la	
  luna	
  brilla	
  toda	
  

En	
  cada	
  lago,	
  porque	
  alta	
  vive.	
  

Ricardo	
  Reis	
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1	
  

RESUMEN	
  

La	
   deformabilidad	
   del	
   eritrocito	
   (cuyo	
   tamaño	
   es	
   del	
   orden	
   del	
   diámetro	
   de	
   los	
   vasos	
  
sanguíneos	
   más	
   pequeños),	
   juega	
   un	
   papel	
   muy	
   importante	
   en	
   la	
   microcirculación,	
   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	
  así	
   llevar	
  a	
  cabo	
  el	
   transporte	
  de	
  gases	
  ( ,	
   )	
  hacia	
  y	
  
desde	
  los	
  tejidos	
  a	
  la	
  ventilación	
  pulmonar.	
  La	
  alteración	
  en	
  esta	
  propiedad	
  está	
  asociada	
  a	
  un	
  
cambio	
   reológico	
   del	
   mismo	
   cuando	
   se	
   encuentra	
   inmerso	
   en	
   altas	
   concentraciones	
   de	
  
glucosa,	
  como	
  sucede	
  en	
  la	
  Diabetes	
  Mellitus.	
  Esto	
  tiene	
  como	
  consecuencia	
  la	
  disminución	
  en	
  
la	
  perfusión	
  sanguínea	
  e	
  hipoxia	
  celular,	
  disfunción	
  del	
  endotelio	
  vascular	
  y	
  agregación	
  celular,	
  
resultando	
  en	
  una	
  disminución	
  de	
  la	
  vida	
  media	
  del	
  eritrocito.	
  Es	
  por	
  ello	
  que	
  en	
  este	
  trabajo	
  
se	
  evaluó	
   la	
   elasticidad	
  asociada	
  a	
   la	
  deformabilidad	
  del	
   eritrocito	
  en	
  pacientes	
  diabéticos	
   y	
  
sujetos	
  control,	
  con	
  el	
  propósito	
  de	
  implementar	
  un	
  parámetro	
  que	
  indique	
  el	
  riesgo	
  vascular	
  
al	
  que	
  se	
  encuentran	
  sometidos	
  los	
  pacientes.	
  

Los	
   resultados	
   citométricos	
   muestran	
   un	
   aumento	
   de	
   tamaño	
   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	
  más	
  elástico	
  que	
  el	
  caso	
  
control	
   durante	
   la	
   deformación,	
   ya	
   que	
   posteriormente	
   pierden	
   sus	
   propiedades	
   elásticas	
  
porque	
  se	
  rebasa	
  su	
  límite	
  elástico,	
  comportándose	
  de	
  forma	
  plástica	
  hasta	
  lograr	
  su	
  ruptura.	
  
En	
   cambio,	
   los	
   eritrocitos	
   de	
   sujetos	
   control	
   siguen	
   siendo	
   elásticos	
   antes	
   y	
   después	
   de	
   la	
  
deformación.	
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��� ��������� ��������� ����� ��� ��� ���������  ��� ����!���� "��� ������ ������ ��� ��� ������������ ��� ����
 ����#��������$������%�� ���� ���� ��� ��������&������ '� ������ ����"�����"��� ������%��(�� ���)*��
�����������+���"�������������������������$�������������������� ����&����,���������������������&���� �-��
�. ���&�����������&��������%�� ���+�)������#�"�����#�"�%�� ����+����$���� �����������"��� �-��)�"��%����-��
��� ����  ��"�� � ������ &�� ������� ��� ��� ��������� ��������� /01,� ��� "����� ��� ��� %����� ���������� ��
"������'������ $��� � �������� ��� ���������� ��� ��� ������������� �� ��� ��������+�  ���� ��� ��������� )� ������
'� ������%��(�� ���"�����"�������+������ ������������ ������������������"���������"��� �������2� ����
�����%�+����3���"�������$����� ����������������%��/41,��

�������������������#�������$������"���� ��������� (���������������"3� ����,�5�� ��+������&(������
�� �"���� "���� ��������� "�������� ��� ��� ��)����� ��� ����  (������ � ���� ��� #�%���+� �6� ���+� ���"� ���+�
�� ��)����� ��� ������ ����+� ����  �� ���� ����� ������� ��� ��7���!� �-�� "���� �."������ ��� �����"�������� ���
%�� ���� �8�9������ �����������+�)+��� ���&(�+���������"����������� ���������!�� ���%�� ���+�)������"��������
�����!����  ���� '������ ����%(�� �� ��� ��� %�� -������ �� "���� ���� �������  ���� %�� -%���� �$��� ��� ���
"����� 3�������������&������%(�� �+�'�������"��� ����������%�� ����+�������#�%����)��������6� ���,������
�� ���������������� ���� ��&����� ��� %�� ���� ��� "������ �������� � ��������� ����� � �������������
/:1,�������� ��� #�)� ��������+� #�)� ���������  �������� �� ��� ��� �."����� ��� �� �"���� "���� ��������� �� ����
8�9�+� ��� %�� ���� ��� ��� �������2� "��� ��� �����+� ����  �� ����� ������ ��� %�� ���� "����3�� ��� ���������
"��&� 3�������������$��������������-�� ��%�������!������������%����� ����"������������'���� ���������
��� ��,� ��� "� ������� ����(�� ��� ���� ��&����� ��� %�� ���� ��� ���������� "��� �� ���� ��� ���� �������
��������������� /;12� �� ����+� ��� ��&��� ��� %�� ���� "��� ������� ��� ���� ���������� ��� ��� ������� <�&���
��������� ���  ������ ��� ���� �� ��������  ��"����+�� ��+� )� ���� ���%�� (�����+������ ���+� "����� ���� ���
'� �����������������"�����������%�����"��� ������4�/=1,�

��� ��������� ��� ����������� ������� �� ���� ������� �-�� ��� ��� "����  �-�� ��� ��������� ���"�� 0�� ��
�������� ����������'� �������"��4�)�%���� ������,����������&��������#�"��%�� �����$��� �����������%��������
��������������������������������������������������������%��>�"�����"������� ������������������+�"��������
���������������"����  �-�����������+�"���'�%������ ���������������%������������������"��������"��&� �-��
 ����������%�� ����+�"(���������"�����"������ ��������� ��������������<����%������)������%��/?1,��



�

�
�

@��

��������������������������������������������

��������	
�������	
���	�	��

��	

������������������-%� ����� ������ (���������������"3� ����+��� ��%��������"���� ��������������+�"�������
��� �"������������"�����"��� �-��%��(�� �+�����3������.������ ���"�����������������'� ��������� ���������
�������������'�  �-��&����+�����(�+���.����+��� ,�+��������� �����"��� �����"�� �����������-%� ��'������������
"��"���� (����������+�$�����������������,��

� �������� ���"���$������3��"������������ ��� ���  �-�� �������-%� ��"�������������� ������������
"���������%�������������������+��� ������7����������������������������������'�������2�"���������������
 ������������� ���������������������������	
���,�

� ���������$���������0����������������3�� ��6������������7���)�<-&�����������#�������������

����
��� �������,� ����3�+� )�� $��� ������ ����&������ ��� "������ "���� ��� ��� ��������+� ��$������� ��� ���
����������� �.������ ��� (���� "���� ��%����� ���� ��&����� ��� �!6 ��+� "��� ����� ��!-�� �����(�� ��� ��� #��
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��� �����  ����'� � �-�� ��� ��� ��� "���� ���� "��� ���� ������� �-�� ��� ��� "����  �-�� ��� ��������� �� ��� ���
������  �-��  ��� ��� �� �"���,� 8������������ ��� ��� ��� ��� ����� ������� )� ���  ��������� ��� ���������
"��%����&��  ��� ����!���� "��� �����  ��"�������>� �������� ��� �� ��� �  �-�� ��� ��� ��������� ��� ��� �6� ���2�
�('� ��� ��� ����������� ��� ��� �� �� �-�� ��� ��������� "��� ���  (����� ����+� ��� �� ��+� "� �� "����  �-�� ��� ���
#������2� )� �������� �%���� ��� ��� "����  �-�� #�"3�� �� ��� %�� ���� ��� �������� �� �������� �-��
�����(�%� ��,�

���������4������'� ������"����  �-��������������)+�"�������+������<��'�� �������������(���+�#� ��
$������&����'� �����%��&���������������������� ������+����������$������#�)�%�� �������"�������"����
�����!��� ��������%����������"�� ����� ��������2�������������������������������3 �����%������"��������'��+�
���%�������  ���"���  ��-�� ��+� $��� ���� "���� ���� ��� ���� #�� $���  ������ ���� ���&� �-�� �. ���&�� ����
��&������3 �������������%��+�� ���������� ���� �����������(�� ��)����%�� (�����2�����3����������� ��������
��� �� ����� �-�������"�"�����������������������������A�"�������<�����:=�%*���+� �������)�������������
����%�������7��&�� ����,�
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����� ��� ����������� �������� ��� ������!�,� ���$��� ��� ���  ��� �� ���  ����� ��"� �'� �+� ��� ����� $��� ����
#�������� "���� ����� ��� ��� ���"�� %���� ������ ���� ��� ���  �"� ����� $��� ������ ���  ���"�� ��� �����!��� )�
���"������������  �-����������������,�

� �����8��'� �������:����0BC������<�����������!����2��������(���� ��� �����&�������)���������
��)� ��<��� ��� %�� ���� �����(�+� $��� #� ��� $��� ��������� ��� "���� ���������� ��� ���(��� ���-�� ��+�
����3�����$���"�������� ��� ���� ���� ��+���'��������"���� ����"���������������&�����������������������
������%�������"���� �����������%���� �-��������#���%�������"����������������������� ���������%����0�,�
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������� ������������!������"�������������

��� ���� �-�� ��� ��� ��������� ��� #��  ����������� ���  ����� "��� ��� $��� ��� ������������ "���������
 �����&�� ������� �������������"����+���'��"����+������"���������(�� �+�"�������(�� �+������������,�E��$���
������������"�������������( ����������������������������+� ��������������"� ������� ������0�)��3������
�BC� ��� ��� ���4�  ������  ���  ��"�� � ������ �� ��&�� ������,� ��� �������� &�� ����� ��� ���� �.������ ��
������ ���� ������� &����� �����'��������  �������+� ��������� �����)��� �.�����-�� ��� �� ������� ��� ��� �� #��
�����������)� �"����+� �������"����������&�����������%�������'�%����/�1,�
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��� G�� ��� ������ ����%��"����� "��%����&�+�  ���� ��� ��� ��� ��������� ���"��  �-�� �+�  ��� ����!���� "���
���������)�� ����-�����&���������������"�$��7���/0B1,��

������������ ����������%����������'�����������"���������>�����&��������%��������� ���!�����������
 ������������������)���������&�� ����� �����������%����:��,����6����������� ���������������������� ���������
"����� �.��������� ��� ������+� ��� �"������� "�%��������� )� ���  �"�� '����� �"����� )� "��.�'����,� ��������������
��� ������� ��� �����������������������"��� ����&����� ������������ ��������+�$����������)�����������%�����
� ��������������������&���-"�� �����%����:��,��

���� �"������� ���������� ������������3������$���&������������ � ����+� )� ���"�������������������
��� � ������ �����"����� /001,��������� ������������ ������ ����� ������ ��� &��� ��&����������'� �����+� )��
$��������%������������������������������������� �"����+��������)����������!���������������"���� ������
��������������%����;��)���"�������� ���� �"������2�����3��#�)�"(��������� (�������"������������� ����������
$���� ����������'����� �-�������"�����)���$�����,��

��� ���������� ��� ����  �"������� $��� &��� �3�� ���3� ��� ��� �������  �����"����� �� ��� �������� G�� ���
"����'�����&�+�$������ ��� ����!��"������"����� ��������$�������������+�������������� ����-����� �"������+����
$�������� ������ ���'���� �-��������&���&�� �����!� �����������������������&���-"�� �+��.�����(������
������ ���"��&�����,����������&���������#�����-%� ���������'�����������������������+������3��'�3%�����)+����
 ���� ��� ��+��������������"����+�� ����������'����� �-���.���&�� ����+�#������%����)����"������������
������������,����G��"����'�����&��"���������-����������������)����"�����3�����3������������������������$���
����������/041,�
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��%����;,��<��"�����������������)���"������������ �"�������/00+�0;1,�

��� %������+� ��� ������"����� ����(�� �� ��� ����3�� �&�����������'���� �-���� ��&�� ����� ��� �����+�
"��� �"���  ����� �������������� ��� ���� "� ������� ����(�� ��+� )� ���  �%����+� ��� �������� ��)����+� ���  ����
�������)����� ����������&���,��

�������'������������� ��������'�������������)��������'������ ������)�����3��&��!���+�����������
���&���-�������"�������������������,�
���� ���� ��+� ����)�������� ���-��������������+��������� ������
���� �-�����������������������+��� ��!����������� � ����������� ������������"��������4B��7��,���������
'�� ��� ��� ��� ��� ������"����� ����(�� �� ��� ���%�-��� ����� ������4+� �������� ��$��������"��� �������� ���
��� �-����;���D��7����������������%�-��� �� ���� �,�������0B��7��������'����������� �� ����$�������4B����
:BC��������"� �����������(�� ���"���������G�+� �� ����������BC� ������������%���������%������( ���,��

������ �������������0+�������=��7���������%�-��� ����������"��� �����������#���� ��������$������
4=C��������"� �������"��� ��G�+�)� �� ��#��������0BBC�������%���������4B��7�������&��� �-�,��

����������	���������	����	

�����  ��"�� � �-�� �"��� �� ���  ���$������ ��� ����  ����'� � ������ ��� ������ )� ���3� � ��"�7���� ��� G�� ��
#�"�������-����������,����"����� ������������������ ��� ����������%������������ �����&�� ��������4B���;B�
&� �����)���$��� ������ ��� ��&�������'��"����,� ��� �� ���� ��+�  ���� ���G�+� �"��� �� ��� ������� �-����� ���
��������,������� �������������0+������� �����"��������:BC�������� ����+��� ����������������0B�)����;BC����
������4�/0=1,�

������ ������� ����'� ��� ��� ������  �-�� �� ���%����=�,� 
��������%�+�������  ������� ������0+� ������
&����� � ��"�7���� ��>� #�"��'����� �-�+� ��'����%����+� ��'��"����� �� �"�����+� ��'��"����� ����'������ ��
����'� ��� ��� �����,� ��� ���� �-�� ���  ���� �������� &����� ������ :� )� ?� �7��,��������� ���� ����� "�������� ���
"����� ���� ���� ��� �������� ��� ��� ���6����>� :BH:BB�%*���+� �� 4BH4BBI%*���+� �� ����� ��� ��� ������
�� ��������������� )� &�� �� ������3������ #����� $��� ��� "�������� ��� "����������+� )�  ��� ����� ��� '���� ���
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�+�$��� ����������%������� ���"����3�� ��>����
�6 ������������ �������$���� �"�������)���"����������� (�������������(��������������7���"��.���������
�����+� ���� �� ���� �� �(����� )� ����  ��������� ���� �����2� ��� ��"� ��� ��"�������� ��� $���  ��� �� ���
#���%������� ���%���� 0���,� ����%����+� �����  (����� "���� "��� ����� ��������� ��'�������>� ������� �-�� ����
����7�� ������+�"(�����������%�������)������������� ������������#���%����������� ���"�����,��
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����%����� ��� ��'���� ��� ��� ���� ��� ���� ���%���� 0���+�  ��� ��� ����7�� �"��.������ ��� ���+�
 �����&����� �6�� ������� ��� ���������+� G��� �����<���� )� ������ ��%�������  ��������2� �����(�� ������ ���
�6 ���� $��+� ����������+� ��� �."������� )� '�%� ������ "��� ������ �-'�%��� �� ���!����� ��� ����(����� -���,�
���%���������������"������ ��� ���%���"���'(�� �+�������"��������4;�#�����)� '�����!�� ��������� �-�,������
"�� ������������� �-�����������"���������������#������������ ��� ������������:���;�����+�)�����$���������
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�+�)����� �����������%6����"�������%�����+����������
$���(��������"��������������������"�� ������������� �-�,�J�����������+���������� ����)�������� ���������
���� (����������������������%�-����������"�����������#���%������+�"����������� �������<�� ��� ������� ��
���%����0@�,���� "�� ������� ���������"�)����+� �� ��)����� ����&��� �-�������� ���  (�������������� ������ ���+�
����������������������������,�
��&��� ��������3� ����������"��� ���#�������������"�)�������� �������
"��� ��� ��7-�+� )� "��� ��� ���"����������� ���  ��"�������� ��� ���� #��������  ���� ��� #�����+� 3 ���� '-�� �+�
&���������04�)�"�� ���������������"���������/:01,�

����������� �� ��#� ������'����������������� �-�+���������� ������������� ���� ��� ����������������
&� ���� )� ����&����� ���  ���"������ "���� "�������� ��� ���  �� ��� �-�� )� "������ ��� ��� ����� �������� ����
��%��������04B������/:41+��������$����� ������������������:BBP�+�"�������:+?BB�&� ���"������� ���� ����
���%������� )+�  ��'����� &�� ��&�<� �����+� "������ '��%������� ��� ��������� )� �������)�� ���
��'������������ /::1,� ��� '�� �-��"��� �"��� ���� ������ ���� ��� �����"�����+� �� ���&(�� ��� ��� #���%������+� ����
%����+� K4� )� �K4+� ������ )� #����� ��� ���������� ��&������ ���� "���-�+� ��� ������ ��� �����!�� ��� ����� ������
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������%�����������<���� ��<����&����$�������� �������<�����������+�"��������"A��������)�����������������
����� ��

�,�9������&�������������������"��.��������������������%��+���� ���� �����"����������DC����
���"���,�

������%������3�'�������������'������ �������� ���������������$�������� ��%�����������"��������
����������'������)�����������,�
��'�� �-�����������������"����-���� -�� �+������ ��+�����'� ������-�� ��
�<�� ���� "��� ���� "��������� ������� ���� ��"� ��� &�� ����� $��� ���3� ����������� "��� ���� ���������
���� ��&�������"�����������������������,������������� �����&� �-������������%��+��������%���"���� ��������
�%��� ��� �����'����� ��� ����%���  ��(�� �� "���� ����%����� ��� ��%���  ��������� "���� ���� #���� �+� ��� �� ��+� ��
������#�)��������)��� �� ����� �-�����������,�J�����������+�#�)�����"����-���� -�� ��%��������"�������
"�������������"������)����� �������� ��+� )��$��������6������ ������������  �� ����� �-�����"��������,����
�����������������"�������"��������'��<�����%����������.�������������� ���� ���,�K�����������'�� ����������
"������������������ �������������������"A� ���%�����+� ���&�� ���������� ��� ���%��+� ��� �������� ���&�� �����
"���'(�� ��)����"����-��&�� ����2�����3����������&������������$������������ ���$���� �������� �� ����� �-��
��������,�

���"������"�������� ����������������������6 ����)����� �������������&����������%�����,�������
���� &�� ������� ��� �"��.����������� ���� &� ��� ��� ���� �%��+� ��� �� ��+� �������������� � ��,� ���3�
 �����������"�������������%���)������������������� ��������%3�� ���)���%3�� ��+������� �����������
�!����
�����"
����+�$�����"��������������������"�����,���������+���������������������+�"�������������������
���%����� )� ��� "�������� ����� ����������,���� �������( ���� '�������� $��� ��� ���� �.������� ������  ��%���
��%���&��� $��� "�������� ��� ������������ ���� "������ )� �����(�� ��"����� �� ������ ���( ����� ���� �����+�
"��&�������� ��� �%��%� �-�,� ����� "�������� ��� ��� ���"�������� ��� ��� '���� �-�� ���  �3%����� ��� ��� ���%��+�
�����'���3���������'�������%�� ���������� ��&������������"��$�����,����:�C��$��&�������������������������
��
��������� $��� ��� ��"����� "��� ��� �������� �������-%� �� "���� ������'� ��� )� ��������!��� ����������
�.���7��� ������ ������+�&�������"��3�����,����=;C����� �"����������#�����+� �)��'�� �-�����������������
"����-�� �� -�� �+� �����"������ #�������� ���������+� ��"���������2� 3 ����� %������ ������� �� ��� ������'� ����2�
�����������+� '3��� ��+� ���%��+� �� ,� ����3�� �����&������ ��� ���  ������� ���� "A� ���%�����,� ��� ������ ��� ����
"���������"����3�� ��+�0C+������������
�!�������������$�%���$������
����������&����
�������%�$���'�����
"���������"�� ������� ��%��� �-�+�)����
������������$����������#���������'�����'(��� �,�
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������ ���+�  ���������� ������ ���+� ���� ��%�� ������� ������ ���+� %�� ���� ������ ���+� �����
����� ���+� 3 ���� �3 �� �� ����� ���+� 3 ���� 6�� �� ���� ���+�  ���������� ������ ���+� ������������
������ ����)��������������������!���2�����3����������� ����������� #�������+�������������"���� �������
�����������,�

���� ��"������������%3�� ���������������� ����������������������+��� ��������+�'��'����+�����4+�
�%��4+� Q��+� ��4
K;,� ��������� ����3�� ������ �������� ������� $���  �����"������ �� ������ ���������+�
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��� ������ ���� ���3� '������� ��� ���� ��������� ��"��� �� $���  �������� "��������� ������ ���������  ����
�.������2� ���  �����$������+� $��� ��� ��� ����� ����� )� ��&������+� )� ��� ��������� ��$�����  ��"������ "���
#���%������,�

��������� ��������������"����-������������%���&������������������� ��������+�)���� ���� ������
��� �$��������� ���-�� �� ������ ��� ��������� )� ��� "������ ���%������ ���� "����-�� ��� ��� �� ������� "����
��������� ��� '����� �� -� �&�� /:=1,� ����� ��� "������� ���"����� �����)��� ��"��'� ��� )� � �"��� ����������
&�������/:?1,�

���� ��"����� ��� ������������ ��� ���������� /:D1,���� ������ ���� ������ ��� ��3������ ���� � �����
���%���� 4B�� �"��.����������� )� ���  �"�!� ��� ��'�������� ������  ���� "���� ����&�����  �"������� ���
���� � ������������3�����2����&�����������������%�-�������<������������� � ��������)����3����������
��� �������� � �������� /:�1+� ��� 3���� ��� 4=C��3�� %������ $��� ���������� ��$������� "���� �� ������ ����
&�������/:@1,��
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��%����4B,����������������� ���,������3������"������������������ �������������2����������%�������3.�������
��� � ����)����������� ��������� � �������������� �� �&�������/;B+�;01,�

����������������%�-�������<��'��������������������������"���������%������)����#���%�������)�
��!����� ��������2� ��� ��"��������� "���� ���� "��������� )� "���� ���� ������������ '��'��������� ����
�����������+� �. �"��� "���� ��� %�� ���+� ��� '�� ����+� ��� ������� )� ��� %��� ����� /;41,� J��� ����� ��!-�+� ���
"����-�� ���-�� �� "����� &����� �'� ����+� ��� �� ��+� ��� #�)� ���� ��'���� ��� ���  �� ����� ������ ��� �������
������������������)�����.����������������� ���+������$����� ������������(��������3��������3�"����������������
�$��������� ���-�� �� ���%���� 40�,� ����� �� ����  ������ ��� �� ������� ��<�� ��� ����(�� �� 3�� �� � ����
����&�������� �"������3�����%����>���������� ����"��������%�������� �������������%��+�������������������
������� �-������&�������)��� �"��3������"�������������,����������������"���������&����� ���� ����
��)�"�$��7���������������������/;:1,�

��� %������������� ������ ���� ��"�� ��$��+� ����$��������+� �����'���� ������"����������� ���&(����� ���
"��������"�$��7�+���������������$���������������"�������'�������������"��'� ������� -�� ������������
$���#�)����� ���������-�� ����"���������/;;1,�
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��%����40,���$�������"���������&��������������"��� �"�����'������$�����$��������������� ���� ������������������
������'���� ������"��������,�����#�"���-�� �+�����#�"��-�� �+�)�� ������-�� ��/;=1�

�
�� ��� �� ����� �-������ ������������)����������.������+���� ���� �-����������� ���"����3�� ������
������ ���+�����%��� �������������(���������3�"�����$���������"��������+��������'�����$������������ �������
���#�������3+� ��$��������� ���� '�����  ��������� )� ��"� �����,� ��� �����  ���� ��� ���� �-�� ��� ���������
'����
������ )� ��� ������ ���� "����������� ��� ���#������ �-��  ���-�� �� ���%���� 44��,� J���� ���  ���� ��� ����
���� �-��'���
�������� �����.� ����������� ��������>���� �� ����� �-��������������������������������)���
$����������������.���������������� ���+�"������$������������(����� ������������%����� �������"�������%������
�$��������� ��� "��������+� ��� �� ��+� ��� "���� �� -������� ���� ��$����� #� ��� ��� ��������� ���� %�-����� ��<�,� ���
�������������������������#�� #�!-������������ ���+�"�����������%���#��������#��-���������%����44��,�������
 �������$������������ ��������� ������������������ �-�����
�����+������ ��+����$������� �� ����� ���������
������� ��� ��� ��������� )� �.������� ����� ����������+� �� ��������+� ���� "��������� ���(�� ��� �$��������+� ���#�)�
��'���-��������&�����#� ������%��������  �-�2��������� ������� ������������������ ��������$��������� ������
���������%����44 ��/;?1,�
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��<�� ���� ������'�����-%� ������������ �������������������3������)�'�������� ����+�"������$��������(�����
��������������� � ���+� ������� �����-�"��&����������������  �-����������,�J�������#�)������'� ������
���� ���� ������������$���(������������&���&���+��� ����+����������%��������������.����������+�"������
���%���������������������������7�+�'�����)� ���"������/;�1,�

� J������%������+���������<������������==C�������������� ������������ -� �&��,��������������&���������
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"�����&���GAS�2������� ��������+������%���&�+��GAH�,��

���%�� �'��������������� ���������"���"("���������04�������3 �����$���������'��������#(�� ��)�
"������ �������(��������"����������������� ������%����;B�"���������� ��"��<�� ������"�����������������
;,0+� $��� ��� ���� �����  ��� ��� ������������ )� ���� "��"�������� �� 3�� ��� ��� ��� ��������� "����3�� �,� ���
%�� �'������ ��  �������)�� �� ��� ������������ ��� ��� ��������� %�� ���� �� ��� ������  �-��  ��� "���������
"���'(�� ��+�����3�����"���� �"�������������� �������-�� ��/D:1,��
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����$��������� ���!������������ ����������������.���������������������)���"�����������������������:BC�
�����������,�
���� ���������������������"����������������� ������'�������� �����3�� ����#����'-�� �,������
��������������������"����������.������ ���������� �������%�� ���������'��������"���'������������0,=������
��3�����+����"�����������������"��"���� ������������������+�$��� �������)������"������3���.���������
����������%�� � ���.�,���������������� �"�+� ����"���������"���'(�� ���'��������������� �����$������&�����
���-����� �����$������� ��������������������� ������,�
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�����"�������������)���� �������"��������"�������'��������������� ���+�)��$��������������"������� 3�� ��
��� �����$�����������������������������"����� ���"����3�� ����������������,�����3���)������������"�����
����� ������� )� �� �����&������� ��� �����������,� G�"�������� ��� 0=C� ��� ��� "��������  ������+�  ��� ��� "����
�"��.���������;:P���/D=1,�

���� '�������������� ��������3��  ��"�������"������-��������� ��������+����"���������� '�����
#��� �����+�������������D��������3�����,�
���'����������"�����!����+���������� ������"��� �-�����������
��� ���� ������������ ��� � ����� ��� ��� '��������+� ����"��� ��� ����������  ��� ��� ������ ������� �-�,� ���
�.������ "�����&�� ��� ��������� ���� "��$��� ��� (�� "��������� ��� "�������!� �-�+� ��� �-�� ��� ���&���
���-�����+� ���"� ��� �� ��� ���"�������!� �-�+� ��������� $��� ��� ��� �.������ ��%���&�� "��������� ���
���"�������!� �-�,�

������� ��'��������������)� ��"��������"��$������(������������������������� ����"�������������
 ��"��<��������-�����%����;0�,�

.�������

��� ���� "�������� ����  �����$������� $��� ���3� ��&��� ����� ��� ��� �������  �-�� ��� ��7����,� ������� �� ���
������  �-�� �������'�������������� �����)������"� �����+�����'� �������$��������������������������'��)��
��� ���� ��&����������%����� ������� �-�� ��+�"����<��"��+�"���� �"�������� ������"����������HQH���)���� ���
��������HQH��J�������%����;0�,��

.�)�������

���3�  ��"������ "��� ����� ������������ ����� ��������  �����"���������� �� ����� ��������� '�� �����������
��'�������>���%������+�������-����������������)�������-���������"� �����,�
�� ������� �-�����������%������
������������������'����������+�)��$�����������"��������"���������� ��<��������� �"����"��� �������&(��
������������:������� ��"��<��������"����-�����%����;0�,�
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���"��������������"����������� ��%��������� ���� ����+�$�����%��������� 3�� ���;B,?P���,�E� ���������;,@+�
 ��� ���� �����(��  ���� ��������+� "���� �� ��� ����� ��!�������� ��� ���� �� ��'���������� ��� � �����
�;�P���,� ������ ���3�� ��������� �� ���� ������ ��� ���� '���������� ��� � ����+� )� ��� "����������� ��%������ ��� ���
���"������������������"����������$��� ��������������%��������������-���������'�������������� �����������
����3�����������"� ������/D?1����%����;0�,��
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��'�� �-��"��� �"��������������!���������-�������������"� ������)����� ����+����� ����'�<������� ��"��<������
���-����������������������������������������%�� �'������/DD1����%����;0�,�

/��
�!������������7�9�

�������"��������$�����%�������J+���� ������%���������� �� �-��������"�����������������:� ��������$������,����
"�������� ����� ��� ���� "��������� ������������ )�� #�� ����� ����� ��� ����+� � �"����� ��� "������ ��%��� ���
��"� ��������)��+�$���������$��� ��"����"��� �"����������� �����$�������)����"�����������������:����%����
;4��/D�1,�
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��%����;4,�J���-����� ���'��(�� ���������"������������������������������� ����/D�1,�

��(������ ��5����� �

��� �����$����������������� �����������������3��� �����������������$������3� �����������"���"���������$���
��� �� �������� �� ������ �� �����������>� ��"� �������� )��+� ��$������+� "�������� ��� ������ :+� ;,0+� ;,4� )�
� ����+� ����  ���� ��%����� "��������� ��������  ���� �������+� ���"��������� )� ���"���������,� ���
 �����$������� ��� ��� "��� �"��� ���"�������� ��� ��������� ��� '����� )� ���� "��"�������� �� 3�� ��� ����
������ ����/D@+��B1,�

���3� ��"������"��� �"�������� �������D=C��"���#������������������"� �����+�$��� �����������
 ������� "���"("������ �������!����+�α� �$��� ������ 44� ��%������� ���"��H#(�� �� ��� �"��.����������� 4DB�
�����3 ����+�  ��� ��� "���� ��� 4�B� P���� )� ��� T� �$��� ������ 0D� ��%������� ���"��H#(�� �+�  ��� ��� "���� ���
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4;?P���+��� ������������'���������"������������ �������+������ ��+� ����H��������������� ������T��������
 �������.��������������������%������� ������T2��"��.�������������������������%���������BH0BB��,��

�������������� ������������"� ���������'������������3��������'�����#��� ������ ����������%�����
����"��.�����������:B������%����;:�+� �)����.����������3�� ��%�����"�������"�������� ��������� �����
/�01+�)�(���+������&�!+����3��� ������� ������������/�41���������� �����$�������$������3� ��� ������� ����
"������������������:+� ����3�������������� �����  ���������"���������  ���� ������ ���+� ���"���������)�
������;,0+�/�:+�;1,������"� ������ �������)������4BH4=C������������������"������������������������/�=1�)�
���������"�"�����)���"��������������'�������� ��������������� ����)��������"��"��������&�� ���3��� ������
��� ��������,� ����� ���� ��� � ����H��"� ������ �)���� �� ��������� ��'���!��� �� ����+� ������ �-�� )�
 ������� �-��/�?1,�

�

�

�

��%����;:,�����3����������"� �����>� ������������� ���������'��)�����+�������������'���������"�������+�������+����
�����.������+�������������� ����,�

����� ��<��������"���������'���������&(��� ������� �����$�������)����������4�����$��;������4; �
/�D1,� ��� ������ ��� ����� ����� ����� ��� ��"� ������� ��� �� ������� ��� 4�����$�� ��� 0���������� �40 +� $���
�����(����������"������������������,�

����� ����������� ����� ���� ���3� ��%���!���� ��� �������� ��������� $��� ��� ��"����,� 
�� #��
���������������������� ��� �"������ ��-�� ��������������-��$��� �����������������������������"�����
��"��������� �������#�.3%���������"� ������ �)���&(��� ������3�� '��������"���?��9�������� �����3��
��������+�  ������������  ��� ?� �������� ���%��� ��� ��"� ��������+� ��������� ��� ��� "����'���������  �������
 ��������� ����+�)������� ��������� ����������������+�����
����%����;;�,��
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������:+���$�������)�"��������;,4����%����;;�,������������ ������������������� �������������"��������������
�� �"�����"�������9+����������"��������;,0������� ��� ������%�� �'�������+������"�����������������������
 ���������"��������������������������/��1����%����;=�,�

����� �9� "����� &�����  ���� ��� &(��� �� ��� � ����� ���%���� ;;�/	 )� ��� '�� ���������� ��"����� ����
�6��������&(��� ��,������������ �����$�������"�����'������"���3%������:C��)�#�"�3%�������C�����%����
;D�+������������2�"����<��"��>��������3����������"� ��������� ����+�"���� ��������92����������� ���������
��"� ���������'��������UEV+��������"���������92���������( ����������"� ������ ��� �������������������
�������� ��"��<��+� �)������!���"������������������������&������'�����2�����'���������������"� ������
��������������9+�)� ���������( ����������"� ������������������� ��"��<������-��/�@1,�
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��%����;=,�5!$������>���"������� �-����$���3�� ������ ��"��<��������"����-���� ������������"� ������ �� ��������
 �����,����3� ��"������"������������:�$������3���%�����������P������)�$��������&�!������ ����������"� �����2����

"��������;,4+������$�����������������������:�)������P�����2�)�"�������%�� �"����������������������������:+�������������
"��������,����� #�>���$��������� ��"��<��������-��$��� �����������"� �����+��H� �����)�"�����������������;,0+�

���� ��������"���������$����������������� ����� �������"��������+����"���������+���� ���+��� ,�/DB1,�
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��%����;?,��������� �-��#�.�%����� ��� ��"��<������-�,���������3�����������"� �������
";�+����������������
��"� ��������
"?�+������������'������������������3����������"� �������4
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��%����;D,�
�����������#�"��%�������)�"����%����������� �����$�������/�@1,�

������������"� ������"�����'������)����������3�������������;=H==C�������%-�������4=H:=C�+�$���
���� ��� ���-�� ������ �������+� ��������+� ����3�����+� �� ,� ���� #�.3������ ���� ���� �3�� ����������+�
��"��������������0;C�������������� ��'�%��� ��������������"� �����,�

��������3�����������"� ����������������������������'���!�������� ������������$��������� �������
��������$������� ��'�����,��������������� ��������'���� �-�+�������$�������������"��� ��)������"�����
���� �������� ���"���������+� ��� ���� '����� $��� ���� ��'���!��� $��� ��� ��������)��� ��� ����� ������������
��%���� %������� ��'���� ������ "���� ����&����� "��� ��� �� �� �� ��� �-�,� ������� ��%����� ��� �$��������+�
��$��������� '��������%����� �� �"������� ���� ��"��<������-�� /@B1,�$��+� ��� (����� ��� ��"����� �������
�-����� ��3��� �� �(���� �� ��<��� ��&����� ��� ��'���!�+� ��������� $��� "�����  ��"��������  ���� ��� '������
 ������ ��� ��� �"�� ��� ��'���� ������ �3�� �����,� ���� �."���������� ��������� $��� ��� ����� ����� ����
 �����$������� ���3� ��%������ "��� '� ������ ���$���� ���  ���� ����  �� ����� ������ ���� ��4S� )� ���� ��J�
�������������'��'����+�����3�����$������#��"���������$������'��'����� �-���'� ���������-��������� ����� ���
�����"� ������)�"���� �� �������������'�����)+�"�����������+���������'���������������������� ����/@01,��

��(�#�/�% &� ������/���

���#���%��������������"��������%��������$��� �������)�����@=C����� ���������������������� ����,������������
�����"��������� ���� �.�%���� ����� �� "������ ��� ���� "�������� �� ���� ��<����� "���'(�� ��+� )� ���� ��-.���� ���
 �������������)�"�����������#���-%�����A

S�������������<�����#� �������"��������"���������. �������,����
 ���� ��������������+� ����  �� ����� ���������#���%���������� ��� ���%���&������������0:H0��%*���������
#������)����04H0?�%*�����������<��,��

��� A��  ������ ���  ������ ����� ������ "���"�"���� ��>� ����  ������� Y� �0;0�����3 ������ )� ���� T�
�0;?�����3 �����+�(������������������'���������������
�%�+�.�/@412������(��"���������������Y�)�����Z�
������'�����������#���%�������������+�"��������������4C+�A��4�+�����Y�)�����Z��#���%�������'�����A���,�

��"�������� �����������?;�P��,�

��� A��� ���3� '������� "���  ������ %��"��� "����(�� ��� �� '���� )� ���� "�������� ��� ����� �����
 ����������+�������������"������������������"������ � �� �+� ������#������������ ��������� �����������%����
;��,� ��� #������ ��� �� ������� ��� ������� ��� �.��� �-�+� ��4S,� J����� '������ ������ =� )� ?� ���� ��� ���
 ������� �-����"������������ ������-�������.�%������ ���A��� ��.�A��)�����.�A��,� ���%���������� ���"�����
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���"������������������ �-����������������
 #�''�����G������������������������,������&(������������������
���  ������ ��"��<��+�����"���� ���������������"���������%���������&����� �������� ����������!-�� ������

"���-�� ������)���������&�������������+�'������+�"��������+��� ,�,�

��� %�� ����� �-�� ��� ��� ���  �-�� ��� %��"��� ������ "��������� ��A4�+� "("������ )� "���������  ��� ��� %��"��
 ��������� ��� ���� �!6 ����� ���� �����,� �� ��� ���%�� ��� ����� ���  �-�� ��� "������ ������%���� ����� ���"��>�
��� ������������"���� �������� �� �-�����������( �������%�� ���� ������"�������+�'����������� ��"������
����������� ����� ��� 
 #�''� ���%���� ;@��+�  �)�� ����� ����� ��� ��������� #����� ������ ���� '����� �3��
�������+� ����������� "���� ��� ��� �������� ���%���� ;@��,� ����%����� (���� ��'��� ���  ��"��<���
�����'���� ������$���������&��������'���� �-����� ��"��������3�� ��"��<����%������������ ����������
)*�� '������ ������� ���%���� ;@�+� �� )� ��+�  �)��  �������� ��"����� ��� ���  �� ����� �-�� ��� �!6 �����
���� ������)�������&�����������������"��������+������ ��+���������"������."��� �-�����(������������!6 ����,�

������"���������������������"�����&���� ����+� ���%�� ����� �-�������!��3�� �����%�+����%������+�#��������
"���� �����������������������6����&�����������"�� ����2������� ��������+���� ��"����������$����,�
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B,BBB4C�����������������%�� ����������%��+�)��$��������������������������/@;1,���������6�����������%�� �"�������

��'��)�����+����"� ��&������,�
��������3������������,�

��� %�� ���� "����� ��� %��"��  ��������� ������ $��� "����� ���  ������  ��� ���� %��"��� ������ ��� ����
"��������� "���� '������ ������ 
 #�'',� ��� ��� ��&����� ��� ���� ���������� �!6 ����� ���3� ����� "��� ���
���"�����������������%��"�� ��������,�

���������3 ����+������������� �������������������"��������+�"���������%��"��������"�������+����
%��"��  ����.���� )� ����  ������ ��������  ��� ������� �� ���  ���� �����3 ���� ���%���� =0�,� ��� '�������� ����
"�������� ��� "���� �� ��� ���  �-�� ������ ��� %��"��  ����.���� ���� "������ �����3 ���� )� ��� %��"�� ������ ����
��%������� '���3������ ��� ���� �� "�"���� �� ���%���� =4�,� 9��� &�!� '������� ���  ������ "���"�"���� �+� �-���
$�����3� ��� %��"�� ������ "�������� ���� "������ �����3 ���+�  �������)����� ��� ����������������� ������

�������%��������(�������$������  ����� ������%��"�� ���������������������%�� ���������3�����$�����%�����
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J��� ����� ����+� ��� ������ ���� %��"��� ����  �"� ��� ��� ���  ������  ��� ��� %��"��  ��������� ��� ����
�!6 ����+� )��$���"������������� ��������� �������� ����� ������������������ ���"����������������$��� ����
���( �������������!6 ����������������  �����������,�

��6���	��$���,�!�"�����������4" ��� ����-��� ���������

����� )�� #����������� ������+� "������� ���  ����� ��� �!6 ��� ���� ����  ��� ���� "����������������� ���
��� �-������%��"�����������(�������%��"�� ��������������!6 ��+�'���������������	 �	0�'���,���������( ����
��������������������������"�� ������#�����+����%������ ���������� ������"�� �����������������������������
���� ���$���� ���$��������%��������"���� ����3������������������������ ����	 �	��� ���+�$���"�����
���%��"�� ����.���� �"�!�������  ������ �������%��"�������������"�������+���������!������������� �������
���&(������$��������������������'�������������)������� �������+��������(�������������4H;��������,�

���#� #�����$������������  �������������&���������)� ���� ���&�������������$������� ���������
����"������&��� �-��#���3�"������������������������
 #�''��#������������"���� ��������������������,����
�������" �-�� ����  ���� ��� ��� ��� %�� ����  ��� ��� "�������� ���  ���$������ ��� ������ ���"��� "���� �� ���
��&����-�� ��"����������'� ��,�

��6�#� -��� ��������� ��� 4" ��'���� ��� ��� ��������� ��������� 0� ��� 	�!�8���%���� � ����

	"��" ��� �

����"������������&���������� ����� ��������"����3�� ��+�)�����"������������ (������$��������3"���������
����"��!����� �������#���%�������������������� ����+��� ��!�����'���������������
 #�''���"���� �������
�������,� J��� ����� ����+� ���� "��������� ��� ��<�� �� ������  ���� ���  ��3%���+� ����������+� ��� "�������� ����
 ���������� � ����+� $��� ������� &���� ������ ���%�+� "������ ���%��� �� �����'�������� ��� "���� ���� ���
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%�� ����� �-�� �&��!���+� � ���������>� 0�� �������'� � �-�� ��� "��������� ����� �������� $��� ��� �� ��������
'����������� (����+�4���������� ���������������"�� ���������� ��������������&(�����������-������ �"������
�.��� ���������)�:����������� �-�����"�������������� ���������/@D1,��

���������������"��$������������ �������3������� �� ��� �-�+�����3���������"���������������������
)����  �����$������+� ���A�� ���%�� ������"��%����&������+����������$��� ������( �������%�� ���� ���  �����
��"���3���������  ��� ��� �.�������A4� ��������� �������� ��� ���  ������β� ��� ��� A�+� "���� '������ TH��0�
&������ �� #���%������� %�� �������� �0� � �����"��������� �� ��� ����� ��� 
 #�''�,� ���%�� ��� ��� "�� ���� ���
��������������� ��� ���%���� ����"���� ��������������+������� ��� '������P����������  ��� ���� �����������
�A4������� ������α+�)� �����%������������������������������� �������Y�)�T��TH�)��??+�YH�)��?0+�TH�)��0D�)�YH
�)��;B�+��������(���������$��� �����)����'����������%�� ������,��"������������������"��������������'3 ���
��'���-��������%�� ���������&(��������������������������� ����������"�����������������;,=�/@�1,�

��� "���� ��� ��� �������� "����� "���� ��� �.��� ������ "����������� )� ���  ������ ���
��������������+�  ��"�������� ��� ��$����� ��� %�� ����� �-�� ���%���� ;@�� )�  ��&����(������ ��� "���� ����
$��� <��%��� ��� ���� �6���3�� "���%(�� �� ��� ��� ����������� ��� ����  ��"�� � ������  �����&�� ������� ��� ���
��������+������������������� ����+� ��������)�'�� �-���������"���������������<����/@@1,�
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��� '�� �-�� ���� ������ ���� ��� ��� �����"����� ��� �.�%���+���+� ��� ���� "�������� �� ���� ��<����� "���'(�� ��+� )�
��-.������� ������+����+����(�����������"��������"���������.#�����,������)�����#�������� ������+����
������ ���� ���3�  ��"������ ��� ��� ��)����� ��� #���%������+� $��� ��� ��� "�������� $��� ��� �� ��%�� ����
�����"����������+�����)���,������������������������"�������� �������������)�������� ������<����+����
�� ��+� ���� �����������������������.�%����$���"����������"�����,��

�����������������%����������� ���+����  ����� ���������+�"���� ������������������@BC�)����������
�������������������#���%�������%��������� ���������A�,����3 ���� ���-�� ��"���������3�� ���������
����

��)���,������6����������� ��"���������#���%�����������.�%�����+�%�������������,���������������
��

��"��� �������( ����������$���"�����,������������'����������&(����������������������� �������)����
"����� ��� ����� ������"��� ���������� ���� "�����,���������������� ��� �����"����� �����)����� ������� )� ���
�����������������"����� ������������������=C�,�

�������"�����������������"�� ������&����+�����.�%��������������������.�A��)������������������,����
����

�� ��� ��� ���%��� ������ ��� ������ ���� )� ����� ������,� ������ ���  �����  ��� ��������� )� '����� ��� 3 ����
 ���-�� �+�(���� ������������������� )����,�������� ����.#������)���� �%��� ������� '�&������� %��������+� ��
�������$�������������� �� ����� �-�,������������'��-�������&��������$������������������������� �����)�
���"���-��/:01,�

���������� �����'������"���������=BC�����&����������%������������)�&��������%��'� ���&����������
3���+� &������� )� "��"�������� �� 3�� ��,� �������� ��� &���� ������ �."���������� ����(�� ������ $���� ��
 ������ 3�� ���������&����� �"����������%����+������������������������"(���������3�������������,������
������� �-��  �����&�� �� ��� �������� ���� ��'���!�� ��$������� "���� $��� "����� "���  �"������� "�$��7��+�
����������"������� )� �%��+� �������)����� ��� &������,������ ����������+� ���� ������ ����� ��&�<� ��+� ���
���������)���� �� ����� �-�����#���%��������������+� ��������"�� �"��� �-�����������������)���7����
����"�������������%�����+����� ����������"��"���������� 3�� ��+� �� ��)����������������������  �-������
%�-�������<�+�)+�"�����������+����������������"��������������'�� �-��/0BB1,�
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��� �����%��� ��� ��� �������� ��� ��� ��'���� �-�� )� '��<�� ��� ���  ���"�� ��� ���� �"�� ����� '���!��� �.������,� ���
���%��+����6�� ����<������$��������� ���"��#�����+�������"��"������������-%� ���$������&�������'� �����
"�����&������ '� �����>������� ��� ��"��� �-������ '�����+�$�����"��������������������� ����������������
���� ��<����2� ��� ����  ������� ��� ���'���%��� )� ��'������������ ��� ����  (�����+� "��� �"�������� ��� ����
������ ����+� ������� �� $��� "����� "���  �"�������  ��� ��3������� ��� �"��.����������� ���� )� ������� $���
"��%����� )� �.��������� ��� �������  �����������2� ����  ���� ����  ������� ��� ���� &����� ���%������� )� ���
&��� ���������'��<�,���������������������"��"�����������������������#���������%��,�

� ���� "��"�������� ����-%� ��� ���� ������ ���� �3�� ��"��������� ���>� &�� ������� �"������� ����� �-��
��������'���!����� �����)�&��� �������� �����+� ��'� ������������'���!�����������+�&�� ������� ��"��<��
����"������ ����� ��'���!��� ���  ����� �� ���������+� �-����� ��� ���� ���������� )� �-����� ��� "(�������
� ��"�����������&�� ���3��� ���������+�'�� ������ ��"��<������&�� ������� ��������������,��

���  ��"����������� &�� ���3��� �� ��� ��� ��������� ������ ������� ��� �"��.����������� ������,�
�������� ��� "�� ���� ��� ��� ��'���� �-�� ��� ������������ ����� �� ����� ��%��'� ���&��>� �0�� ��� ��������� ���
�.���������������'� ������3������������"��'� ���)��$����"���������������� ��������&�������2��4��'��.�-��)�
"��%����������������������+�$�����"�� �������������� ��������'��.�-����������������%���!������������2�)+�
�:�� ���� �������� ��� �<�� ���� "��� ��� &�� ������� ��� ��� #���%������,� ����%����+� ��� ������ ���� �� �"���� ���
'����� �� -� �&�� ���%����� ��� B,0�+� �"��.����������,� E�� $��� ��� ��������� ����  ���"������ ��� ��$����+� ���
#�������������� �"��������'��������%��������%������������ �-���������'���!����"�� ������������������������
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PLANTEAMIENTO	
  DEL	
  PROBLEMA	
  

El	
   estudio	
   de	
   las	
   propiedades	
   reológicas	
   del	
   eritrocito	
   es	
   fundamental	
   para	
   entender	
   el	
  
comportamiento	
  reológico	
  de	
  la	
  sangre.	
  En	
  muchas	
  patologías,	
  los	
  parámetros	
  hemoreológicos	
  
se	
  encuentran	
  alterados,	
  lo	
  que	
  conlleva	
  a	
  un	
  daño	
  importante	
  a	
  nivel	
  de	
  la	
  microcirculación.	
  
La	
  disminución	
  de	
  la	
  deformabilidad	
  de	
  los	
  eritrocitos	
  para	
  circular	
  por	
  la	
  red	
  capilar	
  es	
  uno	
  de	
  
los	
  factores	
  más	
  importantes	
  que	
  impide	
  la	
  efectiva	
  respiración	
  celular,	
  ya	
  sea	
  porque	
  ocluyen	
  
a	
  los	
  capilares	
  promoviendo	
  una	
  ruptura	
  de	
  los	
  mismos	
  o	
  porque	
  aumentan	
  la	
  resistencia	
  del	
  
flujo	
  en	
  la	
  circulación.	
  

La	
  DM,	
  que	
  se	
  caracteriza	
  por	
  altas	
  concentraciones	
  prolongadas	
  de	
  glucosa	
  en	
  sangre,	
  
desarrolla	
   complicaciones	
   circulatorias	
   que	
   son	
   la	
   razón	
   de	
   la	
   condición	
   de	
   discapacidad	
   en	
  
esta	
   patología.	
   Por	
   esta	
   razón	
   es	
   necesario	
   conocer	
   las	
   propiedades	
   elásticas	
   del	
   sistema	
  
membrana-­‐citoesqueleto	
   en	
   pacientes	
   diabéticos	
   como	
  un	
   parámetro	
   de	
   factor	
   de	
   riesgo	
   al	
  
daño	
  vascular	
  irreversible.	
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HIPÓTESIS	
  

La	
   deformabilidad	
   del	
   eritrocito	
   depende	
   de	
   las	
   propiedades	
   elásticas	
   del	
   sistema	
   membrana-­‐
citoesqueleto,	
   que	
   son	
   modificadas,	
   entre	
   otros	
   procesos,	
   por	
   la	
   glucosilación	
   irreversible	
   de	
   las	
  
proteínas	
  que	
   lo	
   componen.	
  Por	
   lo	
  que	
   la	
  deformabilidad	
  de	
   los	
  eritrocitos	
  provenientes	
  de	
  pacientes	
  
con	
  DMT2	
   será	
  menor	
   que	
   en	
   el	
   caso	
   control	
   por	
   un	
   aumento	
   en	
   la	
   rigidez	
   de	
   la	
  membrana	
   y	
   habrá	
  
variaciones	
  en	
  tamaño	
  y	
  complejidad	
  de	
  las	
  formas	
  eritrocitarias	
  entre	
  ambos	
  casos.	
  

OBJETIVO	
  

Relacionar	
   la	
   información	
   obtenida	
   de	
   tamaño	
   y	
   complejidad	
   mediante	
   citometría	
   de	
   flujo	
   de	
   los	
  
eritrocitos	
  de	
  sujetos	
  control	
  y	
  de	
  pacientes	
  con	
  Diabetes	
  Mellitus	
  Tipo	
  II	
  (DMT2)	
  con	
  daño	
  vascular,	
  con	
  
la	
  medición	
  de	
  la	
  deformación	
  del	
  eritrocito	
  producida	
  por	
  succión	
  con	
  micropipetas.	
  

OBJETIVOS	
  PARTICULARES	
  

• Analizar	
   la	
   información	
   proporcionada	
   por	
   citometría	
   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	
  complicación	
  vascular.	
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CAPÍTULO	
  5	
  

DISCUSIÓN	
  

La	
  DMT2	
  es	
  un	
  desorden	
  metabólico	
  que	
  depende	
  de	
   factores	
  de	
   riesgo	
  ambientales	
  y	
   sociales	
  en	
   los	
  
que	
   el	
   individuo	
   se	
   desarrolla,	
   además	
   de	
   ciertos	
   elementos	
   genéticos	
   que	
   puedan	
   predisponerlo.	
  
Durante	
  el	
  curso	
  natural	
  de	
  la	
  enfermedad,	
  la	
  sangre	
  se	
  vuelve	
  más	
  viscosa	
  y	
  menos	
  filtrable,	
  comparada	
  
con	
  la	
  de	
  los	
  sujetos	
  sanos,	
  debido	
  al	
  incremento	
  de	
  la	
  agregación	
  de	
  los	
  eritrocitos	
  y	
  la	
  propensión	
  de	
  
los	
   leucocitos	
   a	
   adherirse	
   a	
   las	
   paredes	
   capilares.	
   El	
   factor	
   común	
   a	
   los	
   cambios	
   celulares	
   es	
   la	
   alta	
  
concentración	
  de	
  glucosa.	
  El	
  efecto	
  de	
   la	
  deficiencia	
  de	
   los	
  tejidos	
  para	
  asimilar	
  a	
   la	
  glucosa	
  sanguínea	
  
por	
   falta	
   de	
   insulina	
   afecta	
   a	
   todas	
   las	
   células,	
   en	
   particular	
   a	
   las	
   células	
   de	
   la	
   sangre.	
   La	
   función	
   del	
  
eritrocito	
  está	
  centrada	
  en	
  el	
  transporte	
  de	
  gases,	
  desde	
  los	
  pulmones	
  a	
  los	
  tejidos	
  como	
  es	
  el	
  caso	
  del	
  
!!	
   y	
  desde	
   los	
   tejidos	
  al	
  pulmón,	
  como	
  es	
  el	
  caso	
  del	
  !!!.	
   Las	
  altas	
  concentraciones	
  permanentes	
  de	
  
glucosa	
   afectan	
  al	
   eritrocito	
   ya	
  que	
  glucosilan	
   tanto	
  proteínas	
  externas	
  de	
  membrana	
   como	
  proteínas	
  
intracelulares,	
   tales	
   como	
   la	
   hemoglobina,	
   que	
   es	
   la	
   proteína	
   más	
   abundante	
   del	
   eritrocito.	
   La	
  
glucosilación	
  no	
  reversible	
  de	
  las	
  proteínas	
  de	
  la	
  membrana	
  aumenta	
  la	
  viscosidad	
  de	
  la	
  misma	
  alterando	
  
sus	
  propiedades	
  reológicas,	
  como	
  se	
  registró	
  en	
  este	
  estudio	
  [4].	
  

CITOMETRÍA	
  DE	
  FLUJO	
  

La	
  deformabilidad	
  del	
  eritrocito	
  se	
  manifiesta	
  por	
   la	
  fragilidad	
  osmótica	
  del	
  mismo,	
  que	
  se	
  asocia,	
  a	
  su	
  
vez,	
   con	
   las	
   propiedades	
   electorcinéticas	
   de	
   la	
   membrana	
   y	
   afecta	
   directamente	
   la	
   macro	
   y	
   la	
  
microcirculación.	
   La	
   fragilidad	
  osmótica	
   es	
  una	
  medida	
  de	
   la	
   susceptibilidad	
  que	
   la	
  membrana	
   tiene	
   a	
  
lisarse	
   cuando	
   se	
  encuentra	
   inmersa	
  en	
  un	
  medio	
  hipotónico	
  y	
   se	
   incrementa	
  en	
  pacientes	
  diabéticos	
  
con	
  angiopatías,	
  indicando	
  que	
  los	
  eritrocitos	
  de	
  pacientes	
  con	
  DV	
  son	
  más	
  frágiles	
  que	
  los	
  pacientes	
  con	
  
DM	
  y	
  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	
  encontró	
  en	
  los	
  resultados	
  citométricos.	
  

En	
   este	
   estudio,	
   la	
   selección	
   de	
   poblaciones	
   de	
   eritrocitos	
   por	
   citometría	
   de	
   flujo	
   revela	
  
poblaciones	
   diferentes	
   entre	
   individuos	
   sanos	
   y	
   en	
   pacientes	
   con	
   DMT2	
   en	
   diferentes	
   condiciones.	
   El	
  
sólo	
   patrón	
   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	
   clitómetro	
  de	
   flujo	
   elimina	
   el	
   factor	
   de	
  
agregación,	
  debido	
  a	
  la	
  dilución	
  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	
   tamaños	
   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	
  población	
  (Figura	
  75).	
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En	
  el	
  resultado	
  citométrico,	
  se	
  puede	
  observar	
  un	
  corrimiento	
  hacia	
   la	
  derecha	
  en	
  la	
  población	
  
más	
  abundante	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  los	
  eritrocitos	
  de	
  pacientes	
  diabéticos,	
  comparada	
  con	
  los	
  sujetos	
  control,	
  
indicando	
  un	
  aumento	
  de	
  tamaño	
  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	
  tamaño:	
  hay	
  un	
  aumento	
  de	
  otras	
  poblaciones,	
  indicando	
  la	
  
presencia	
   de	
   más	
   tamaños	
   de	
   eritrocitos,	
   lo	
   cual	
   corresponde	
   a	
   lo	
   ya	
   reportado	
   en	
   la	
   literatura.	
   En	
  
cuanto	
   a	
   complejidad,	
   la	
   población	
  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	
  están	
  asociadas	
  con	
  una	
  disminución	
  en	
  el	
  potencial	
  de	
  
membrana,	
  lo	
  cual	
  va	
  a	
  permitir	
  un	
  aumento	
  en	
  la	
  agregación	
  de	
  los	
  eritrocitos.	
  La	
  membrana	
  contiene	
  
proteínas	
  y	
  glicoproteínas	
  cargadas	
  negativamente,	
  que	
  crean	
  un	
  potencial	
  repulsivo	
  entre	
  las	
  células	
  y	
  
previene	
   su	
   agregación	
   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	
  
introducción	
   de	
   cationes,	
   la	
   estabilidad	
   del	
   sistema	
   cambia	
   progresivamente,	
   de	
   una	
   simple	
  
aglomeración	
  a	
  un	
  fluido	
  en	
  forma	
  de	
  gel.	
  En	
  sujetos	
  control,	
  el	
  potencial	
  de	
  membrana	
  es	
  de	
  −37.24 ±
1.5!";	
  pero	
  en	
  pacientes	
  diabéticos	
  disminuye	
  a	
  −28.44 ± 1.5!",	
  y,	
  más	
  aún,	
  en	
  aquellos	
  con	
  daño	
  
vascular	
  −22.21 ± 1.21!".	
   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	
   agregación	
   de	
   los	
   glóbulos	
  
rojos	
  es	
  un	
  factor	
  predisponente	
  para	
  el	
  DV,	
  ya	
  que	
  impide	
  la	
  efectiva	
  circulación	
  sanguínea	
  porque	
  se	
  
ocluyen	
  capilares	
  pequeños	
  produciendo	
  su	
  ruptura	
  [127].	
  

Se	
  ha	
  propuesto	
  que	
  las	
  alteraciones	
  en	
  las	
  proteínas	
  de	
  la	
  membrana	
  debidas	
  a	
  la	
  glucosilación	
  
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	
  daño	
  producido	
  a	
  la	
  anquirina,	
  proteína	
  de	
  anclaje	
  de	
  la	
  membrana	
  
al	
  citoesqueleto,	
  que	
  forma	
  el	
  complejo	
  de	
  unión	
  entre	
  la	
  espectrina	
  y	
  la	
  proteína	
  de	
  banda	
  3	
  (Figura	
  44).	
  
Ésta	
   disminuye	
   un	
   67.4%	
   en	
   pacientes	
   diabéticos	
   y	
   un	
   84.7%	
   en	
   aquellos	
   con	
   daño	
   vascular.	
   Esta	
  
proteína	
   es	
   muy	
   importante,	
   ya	
   que	
   juega	
   un	
   rol	
   específico	
   en	
   la	
   organización	
   del	
   citoesqueleto,	
   así	
  
como	
  su	
  integridad,	
  transporte	
  iónico	
  y	
  mantenimiento	
  de	
  la	
  polaridad	
  y	
  estabilidad	
  celular	
  en	
  muchos	
  
procesos.	
   La	
   reducción	
   significativa	
   de	
   la	
   anquirina	
   puede	
   deberse	
   al	
   aumento	
   del	
   estrés	
   oxidativo	
  
producido	
   por	
   la	
   glucosilación,	
   que	
   resulta	
   en	
   un	
   daño	
   a	
   la	
   membrana	
   porque	
   los	
   radicales	
   libres	
  
reaccionan	
  con	
  los	
  electrones	
  de	
  los	
  lípidos	
  en	
  la	
  membrana,	
  dañándola	
  y	
  volviéndola	
  más	
  susceptible	
  a	
  
la	
  degradación	
  de	
  sus	
  proteínas	
   [127].	
  Esto	
  se	
   relaciona	
  directamente	
  con	
   las	
  alteraciones	
  en	
   la	
   forma	
  
del	
   eritrocito,	
   como	
   se	
   observó	
   en	
   los	
   resultados	
   citométricos	
   en	
   el	
   aumento	
   de	
   otras	
   formas	
  
eritrocitarias	
  más	
  complejas.	
  

Los	
   eritrocitos	
   son	
   susceptibles	
   al	
   incremento	
   en	
   la	
   peroxidación	
   de	
   lípidos	
   cuando	
   están	
  
expuestos	
   a	
   un	
   estrés	
   oxidativo	
   significativo,	
   y	
   esto	
   sucede	
   en	
   la	
   DMT2	
   debido	
   a	
   que	
   hay	
   una	
  
disminución	
   en	
   los	
   agentes	
   antioxidantes.	
   Esto	
   aumenta	
   la	
   rigidez	
   de	
   la	
   membrana,	
   disminuyendo	
   la	
  
deformabilidad	
  del	
  eritrocito.	
  Tanto	
  la	
  peroxidación	
  lipídica	
  y	
  la	
  glucosilación	
  de	
  las	
  proteínas	
  causan	
  una	
  
reducción	
   de	
   las	
   actividades	
   de	
   las	
   enzimas,	
   alterando	
   la	
   estructura	
   y	
   función	
   de	
   las	
   membranas,	
  
llevando	
   a	
   la	
   disfunción	
   celular	
   [128].	
   Esto	
   se	
   ve	
   reflejado	
   en	
   la	
   citometría,	
   debido	
   a	
   las	
   alteraciones	
  
membranales	
  que	
  sufren	
  los	
  eritrocitos	
  de	
  los	
  pacientes	
  con	
  DM.	
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La	
  Hb	
  glucosilada	
  es	
  un	
  parámetro	
  que	
  se	
  determina	
  en	
  los	
  diabéticos	
  para	
  determinar	
  el	
  grado	
  
de	
   daño	
   vascular.	
   En	
   sujetos	
   control,	
   la	
   Hb	
   glucosilada	
   se	
   encuentra	
   dentro	
   de	
   los	
   límites	
   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	
   está	
   relacionado	
   directamente	
   con	
   las	
  
concentraciones	
  altas	
  de	
  glucosa	
  en	
  sangre.	
  El	
  aumento	
  de	
   la	
  hemglobina	
  glucosilada	
  está	
  relacionado	
  
con	
  el	
  envejecimiento	
  del	
  eritrocito	
  y	
  éste,	
  a	
  su	
  vez,	
  con	
  los	
  cambios	
  morfológicos	
  de	
  los	
  eritrocitos	
  de	
  
pacientes	
  con	
  DM	
  que	
  originan	
  glóbulos	
  con	
  morfología	
  irregular	
  o	
  equinocitos	
  [130].	
  Estas	
  formas	
  son	
  
menos	
  susceptibles	
  a	
  la	
  deformación	
  y	
  más	
  susceptibles	
  a	
  la	
  agregación	
  [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	
  morfologías	
  de	
  equinocitos	
  que	
  tienen	
  una	
  función	
  disminuida	
  
en	
  el	
  intercambio	
  gaseoso	
  y	
  en	
  sus	
  propiedades	
  reológicas	
  [132].	
  

ASPIRACIÓN	
  CON	
  MICROPIPETAS	
  

En	
  las	
  patologías	
  caracterizadas	
  por	
  la	
  disminución	
  en	
  el	
  flujo	
  sanguíneo	
  están	
  involucradas	
  alteraciones	
  
reológicas,	
   como	
   aumento	
   en	
   la	
   viscosidad	
   de	
   la	
   sangre,	
   que,	
   a	
   su	
   vez,	
   está	
   asociada	
   a	
   los	
   cambios	
  
reológicos	
   de	
   las	
   células	
   que	
   la	
   componen,	
   principalmente	
   de	
   los	
   eritrocitos,	
   ya	
   que	
   son	
   los	
   más	
  
abundantes	
  [133].	
  Hay	
  factores	
  tanto	
  intra	
  como	
  extracelulares	
  que	
  modifican	
  estas	
  propiedades	
  en	
  los	
  
eritrocitos	
   y	
   empeoran	
   su	
   circulación	
   en	
   la	
   red	
   capilar;	
   entre	
   los	
   factores	
   externos	
   tenemos	
   la	
  
concentración	
  de	
  algunos	
  metabolitos	
  en	
  el	
  plasma:	
  lípidos,	
  colesterol	
  o	
  proteínas	
  [134].	
  El	
  colesterol	
  se	
  
encuentra	
  elevado	
  en	
  pacientes	
  que	
  padecen	
  DM	
  complicada	
  con	
  vasculopatías,	
  en	
  concentraciones	
  por	
  
arriba	
  de	
  200  !"/!",	
  aumentando	
  la	
  viscosidad	
  sanguínea	
  y	
  la	
  rigidez	
  celular.	
  Como	
  los	
  eritrocitos	
  son	
  
incapaces	
  de	
   sintetizar	
   lípidos	
  y	
  proteínas,	
   su	
  composición	
   lipídica	
  varía	
  de	
  acuerdo	
  a	
   los	
   cambios	
  que	
  
tienen	
   las	
   proteínas	
   y	
   los	
   lípidos	
   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	
  
presión	
   de	
   succión	
   para	
   deformarse	
   de	
   4	
   a	
   6	
   veces	
   mayor	
   que	
   la	
   requerida	
   para	
   los	
   eritrocitos	
   de	
  
individuos	
  sanos,	
  lo	
  que	
  indica	
  una	
  membrana	
  rígida.	
  Una	
  observación	
  que	
  no	
  está	
  representada	
  en	
  los	
  
resultados	
  de	
  este	
  estudio	
  por	
  condiciones	
  del	
  video,	
  es	
  la	
  falta	
  de	
  reversibilidad	
  de	
  la	
  deformación	
  del	
  
eritrocito	
  de	
  paciente	
  con	
  DMT2,	
  observándose	
  que	
  al	
  liberar	
  la	
  presión	
  (succión)	
  el	
  eritrocito	
  pierde	
  su	
  
forma	
  bicóncava,	
   lo	
  que	
  sugiere	
  una	
  lesión	
  estructural	
  con	
  pérdida	
  de	
  la	
  función	
  cuando	
  los	
  eritrocitos	
  
cruzan	
  el	
  lecho	
  capilar.	
  

El	
  aumento	
  en	
  la	
  rigidez	
  de	
  la	
  membrana	
  disminuye	
  la	
  actividad	
  de	
  las	
  proteínas	
  encargadas	
  de	
  
mantener	
   un	
   equilibrio	
   iónico	
   en	
   el	
   eritrocito,	
   aumentando	
   las	
   concentraciones	
   de	
   calcio	
   intracelular.	
  
Este	
   aumento	
   induce	
   la	
   proteólisis	
   y	
   la	
   agregación	
   de	
   proteínas,	
   resultando	
   en	
   un	
   cambio	
   en	
   la	
  
viscosidad	
  del	
  citoplasma	
  y	
  una	
  modificación	
  en	
  la	
  interacción	
  de	
  las	
  proteínas	
  del	
  citoesqueleto	
  con	
  las	
  
de	
  la	
  membrana	
  plasmática,	
  lo	
  que	
  a	
  su	
  vez	
  impacta	
  a	
  las	
  propiedades	
  elásticas	
  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	
  proteínas	
  de	
  membrana	
  del	
  eritrocito	
  y	
  la	
  glucosilación	
  de	
  
la	
  hemoglobina	
  son	
  un	
   índice	
   importante	
  para	
  pronosticar	
  el	
  compromiso	
  reológico	
  que	
  experimentan	
  
los	
   eritrocitos	
   [137].	
   Además	
   del	
   efecto	
   de	
   lípidos	
   y	
   proteínas	
   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	
  O2,	
   interviene	
   en	
   el	
   estrés	
   oxidativo	
   que	
   se	
   ha	
  
demostrado	
  en	
  eritrocitos	
  de	
  pacientes	
  con	
  DM	
  a	
  través	
  de	
  un	
  aumento	
  en	
  el	
  malondialdehído	
  (MDA,	
  
que	
   es	
   un	
   indicador	
   de	
   peroxidación	
   de	
   los	
   lípidos	
   y	
   daña	
   a	
   la	
   membrana	
   de	
   forma	
   estructural	
   y	
  
funcional),	
  y	
  en	
  la	
  disminución	
  en	
  la	
  concentración	
  del	
  glutatión	
  (GSH,	
  que	
  se	
  encarga	
  de	
  proteger	
  a	
   la	
  
membrana	
  de	
   las	
  especies	
   reactivas	
  como	
  el	
  oxígeno	
   [139].	
  El	
  estrés	
  oxidativo	
  contribuye	
   junto	
  con	
  el	
  
desequilibrio	
   electrolítico	
   al	
   daño	
   de	
   las	
   proteínas	
   y	
   pérdida	
   de	
   la	
   función,	
   ya	
   que	
   en	
   los	
   pacientes	
  
diabéticos	
   los	
   niveles	
   de	
   sodio	
   intracelular	
   y	
   de	
   potasio	
   sérico	
   están	
   aumentados	
   significativamente	
  
comparados	
   con	
   los	
   sujetos	
   control,	
   debido	
   a	
   que	
   la	
   función	
   de	
   la	
   bomba	
   !"! !! !"#$%$	
   está	
  
disminuida,	
   y	
   esto	
   es	
   inversamente	
   proporcional	
   a	
   la	
   concentración	
   sistólica	
   de	
   calcio,	
   ya	
   que	
   ésta	
   se	
  
encarga	
  de	
  mantener	
  el	
  gradiente	
  de	
  concentración	
  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	
   iónico	
   (por	
   la	
  acumulación	
  de	
  sodio	
  en	
  el	
   interior	
  del	
  eritrocito	
  
con	
   la	
   subsecuente	
   acumulación	
   de	
   iones	
   de	
   calcio	
   libres	
   en	
   el	
   exterior),	
   y	
   aceleración	
   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%	
  más	
  grande	
  que	
  en	
  el	
  caso	
  control,	
  lo	
  que	
  
indica	
  que	
  el	
  sistema	
  membrana-­‐citoesqueleto	
  de	
  los	
  eritrocitos	
  de	
  pacientes	
  con	
  este	
  padecimiento	
  es	
  
más	
  elástico	
  que	
  el	
  caso	
  control.	
  Sin	
  embargo,	
  estos	
  eritrocitos	
  pierden	
  sus	
  propiedades	
  elásticas	
  luego	
  
de	
  la	
  deformación,	
  ya	
  que	
  se	
  rebasa	
  su	
  límite	
  elástico,	
  comportándose	
  posteriormente	
  de	
  forma	
  plástica	
  
hasta	
  lograr	
  su	
  ruptura.	
  Así	
  que	
  sólo	
  es	
  posible	
  considerarlos	
  elásticos	
  durante	
  la	
  deformación,	
  como	
  se	
  
observa	
  en	
  la	
  pendiente	
  de	
  las	
  curvas	
  estrés-­‐esfuerzo	
  para	
  los	
  tres	
  casos.	
  

En	
   las	
   gráficas	
   de	
   deformación	
   contra	
   tiempo	
   y	
   contra	
   presión,	
   se	
   observa	
   que	
   los	
   eritrocitos	
  
control	
  necesitan	
  presiones	
  más	
  bajas	
  y	
  tiempos	
  más	
  largos	
  para	
  deformarse	
  lo	
  mismo	
  que	
  un	
  eritrocito	
  
de	
  paciente	
  diabético.	
  al	
  tiempo	
  t	
  la	
  deformación	
  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	
  teoría.	
  

Muchos	
  estudios	
  se	
  han	
  realizado	
  con	
  diversas	
  metodologías	
  en	
   la	
  búsqueda	
  por	
   los	
  principios	
  
teóricos	
  que	
  sirvan	
  para	
   implementar	
   la	
  tecnología	
  diagnóstica	
  temprana	
  que	
  asocie	
  a	
   las	
  propiedades	
  
reológicas	
  del	
  eritrocito	
  a	
   la	
  enfermedad	
  vascular	
  primaria	
  o	
   secundaria	
  a	
  patologías	
   crónicas	
   como	
   la	
  
DM	
   [142,	
  143].	
  Aspiración	
   con	
  micropipetas,	
  deformación	
  con	
  campos	
  eléctricos,	
  pinzas	
  ópticas	
   [144],	
  
proveen	
   información	
   cuantitativa	
   acerca	
   de	
   la	
   elasticidad	
   en	
   condiciones	
   estáticas.	
   Pero	
  
independientemente	
  de	
  la	
  aproximación	
  metodológica,	
  el	
  resultado	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  la	
  DM	
  complicada	
  con	
  
vasculopatías,	
   resulta	
  en	
  un	
  aumento	
  de	
   la	
   rigidez	
  de	
  membrana	
  de	
   los	
  eritrocitos	
   (discocitos),	
  con	
  un	
  
aumento	
  de	
  la	
  viscosidad	
  plasmática	
  y	
  celular,	
  así	
  como	
  una	
  alteración	
  en	
  las	
  propiedades	
  elásticas	
  del	
  
eritrocito,	
  de	
  tal	
  manera	
  que	
  éste	
  las	
  pierde	
  luego	
  de	
  una	
  deformación	
  [145].	
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Todos	
  los	
  factores	
  mencionados	
  que	
  alteran	
  las	
  propiedades	
  reológicas	
  del	
  eritrocito	
  confirman	
  
el	
   compromiso	
   de	
   determinar	
   tempranamente	
   el	
   grado	
   de	
   daño	
   celular	
   antes	
   de	
   ser	
   instalada	
   la	
  
enfermedad	
   vascular	
   irreversible	
   [146].	
   Actualmente	
   hay	
   poca	
   información	
   cualitativa	
   y	
   ninguna	
  
información	
  cuantitativa	
  concluyente	
  acerca	
  de	
  la	
  perdida	
  de	
  deformabilidad	
  de	
  los	
  eritrocitos	
  asociada	
  
con	
  DMT2	
  que	
  pueda	
  ser	
  útil	
  para	
  desarrollar	
  un	
  método	
  diagnóstico	
  de	
  carácter	
  preventivo	
  que	
  apoye	
  a	
  
disminuir	
  el	
  riesgo	
  de	
  la	
  instalación	
  clínica	
  del	
  daño	
  vascular	
  con	
  isquemia	
  [147].	
  	
  

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

CS	
   Complejo	
  de	
  Suspensión	
  
CU	
   Complejo	
  Unión	
  
DCV	
   Daño	
  cardiovascular	
  
DCeV	
   Daño	
  cerebrovascular	
  
DM	
   Diabetes	
  Mellitus	
  
DMG	
   Diabetes	
  Mellitus	
  Gestacional	
  
DMT1	
   Diabetes	
  Mellitus	
  Tipo	
  1	
  
DMT2	
   Diabetes	
  Mellitus	
  Tipo	
  2	
  
DV	
   Daño	
  Vascular	
  
EAOP	
   Enfermedad	
  Arterial	
  Obstructiva	
  Periférica	
  
Hb	
   Hemoglobina	
  
HbA	
   Hemoglobina	
  Adulta	
  
HbA1	
   Hemoglobina	
  Glucosilada	
  
ND	
   Nefropatía	
  Diabética	
  
NeD	
   Neuropatía	
  Diabética	
  
OVP	
   Obstrucción	
  vascular	
  periférica	
  
RD	
   Retinopatía	
  Diabética	
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  (C);	
  y,	
  finalmente,	
  el	
  de	
  cizallamiento	
  o	
  estrés	
  cortante,	
  
cuya	
  fuerza	
  es	
  tangencial	
  a	
  la	
  superficie	
  (D).	
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Figura	
   54.	
   Curva	
   estrés-­‐esfuerzo.	
   Si	
   se	
   estira	
   un	
   bloque	
   de	
   uno	
   de	
   sus	
   extremos	
   con	
   una	
   fuerza	
  F,	
   el	
  
bloque	
  disminuirá	
   su	
   tamaño	
  en	
  el	
  plano	
  xy	
  por	
  cantidades	
   infinitesimales	
  dx	
   y	
  dy.	
   El	
   coeficiente	
  que	
  
relaciona	
  el	
  estrés	
  aplicado	
  y	
  el	
  esfuerzo	
  resultante	
  se	
  denomina	
  Módulo	
  de	
  elasticidad.	
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Figura	
  55.	
  Curva	
  estrés-­‐esfuerzo	
  para	
  materiales	
  elásticos.	
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Figura	
  56.	
  Aquí	
  se	
  muestran	
  los	
  dos	
  principales	
  radios	
  de	
  curvatura	
  de	
  un	
  elemento	
  de	
  membrana	
  (1R1	
  y	
  
1R2),	
  así	
  como	
  las	
  tensiones	
  respectivas	
  en	
  las	
  diferentes	
  direcciones	
  de	
  deformación.	
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Figura	
  57.	
  Modelo	
  de	
  la	
  aspiración	
  de	
  la	
  membrana	
  mediante	
  una	
  pipeta	
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  de	
  radio	
  RP.	
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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  µμ,	
  ya	
  que	
  se	
  asume	
  que	
  ésta	
  es	
  constante	
  [120].	
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Figura	
  59.	
  Curva	
  de	
  relajación.	
  La	
  relajación	
  de	
  la	
  membrana	
  es	
  de	
  forma	
  exponencial,	
  y	
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  constante	
  de	
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  se	
  relaciona	
  con	
  la	
  viscosidad	
  y	
  la	
  elasticidad	
  mediante	
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Figura	
   60.	
   Centrifugación	
   de	
   la	
   sangre.	
   (a)	
   Rotor	
   de	
   ángulo	
   fijo,	
   (b)	
   Las	
   partículas	
   recorren	
   menos	
  
distancia,	
  permitiendo	
  un	
  tiempo	
  de	
  centrifugación	
  relativamente	
  corto.	
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Figura	
  61.	
  Separación	
  de	
  los	
  componentes	
  de	
  la	
  sangre.	
  (a)	
  La	
  muestra	
  se	
  colocó	
  con	
  FIcoll-­‐Hypaque	
  2:1,	
  
(b)	
   Luego	
   de	
   la	
   centrifugación,	
   los	
   componentes	
   de	
   la	
   sangre	
   se	
   separaron	
   en	
   bandas:	
   Leucocitos	
  
(arriba),	
  granulocitos	
  (en	
  medio),	
  y	
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  (abajo).	
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  Esquema	
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Figura	
  63.	
  Esquema	
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  punto	
  de	
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  Cuando	
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  a	
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  de	
  
interrogación	
   crea	
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   pulso	
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   del	
   tamaño	
   de	
   la	
   célula	
   o	
   partícula	
   que	
   esté	
  
atravesando	
  el	
   haz.	
   Posteriormente	
   la	
   señal	
   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	
  señal	
  de	
  voltaje,	
  en	
  la	
  cual	
  el	
  usuario	
  define	
  una	
  
ventana	
  temporal	
  y	
  un	
  umbral.	
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  [119].	
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  Esquema	
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  67.	
  Equipo	
  Flaming/Brown	
  Micropipette	
  puller,	
  Model	
  P-­‐97,	
  Sutter	
   Instrument	
  CO,	
  utilizado	
  para	
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Figura	
   69.	
   Foto	
   (arriba)	
   y	
   esquema	
   de	
   la	
   hechura	
   de	
   las	
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   (abajo).	
   La	
   punta	
   de	
   ésta	
   es	
  
cilíndrica.	
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Figura	
  70.	
   La	
  punta	
  de	
   la	
  pipeta	
   se	
  mide	
  con	
  un	
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  al	
   lente	
  del	
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debe	
  medir	
  de	
  2-­‐3µμm	
  de	
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  interno,	
  aproximadamente.	
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Figura	
  71.	
  Esquema	
  detallado	
  del	
  sistema	
  para	
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  a	
  la	
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  ...........................................................	
  66	
  
Figura	
   72.	
   Esquema	
   representativo	
   de	
   la	
   colocación	
   de	
   la	
   micropipeta	
   para	
   atrapar	
   al	
   eritrocito	
  
(izquierda).	
   A	
   la	
   derecha	
   se	
   muestra	
   una	
   imagen	
   tomada	
   con	
   la	
   cámara	
   de	
   video	
   acoplada	
   al	
  
microscopio,	
  usando	
  el	
  objetivo	
  de	
  40x.	
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Figura	
  73.	
  (a)	
  Comienzo	
  de	
  la	
  succión,	
  (b)	
  Longitud	
  crítica	
  L	
  y	
  (c)	
  Rompimiento	
  de	
  la	
  membrana.	
  PP	
  y	
  P0	
  
son	
  las	
  presiones	
  de	
  la	
  pipeta	
  y	
  del	
  medio,	
  respectivamente	
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Figura	
   74.	
   Sistema	
   de	
   succión.	
   Los	
   puntos	
   1-­‐7	
   corresponden	
   a	
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   transversales	
   por	
  
donde	
  pasa	
  el	
  aire	
  succionado.	
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Figura	
  75.	
  (a1-­‐5)	
  Gráfica	
  de	
  poblaciones	
  por	
  complejidad	
  (eje	
  vertical)	
  y	
  tamaño	
  (eje	
  horizontal).	
  (b1-­‐5)	
  
Histograma	
   de	
   dispersión	
   lateral	
   (tamaño).	
   (c1-­‐5)	
   Histograma	
   de	
   dispersión	
   hacia	
   adelante	
  
(complejidad).	
  .............................................................................................................................................	
  71	
  
Figura	
  76.	
  Gráfica	
  de	
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  porcentajes	
  correspondientes	
  a	
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  El	
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  (a1-­‐2)	
  Gráfica	
  de	
  poblaciones	
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  (eje	
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  tamaño	
  (eje	
  horizontal).	
  (b1-­‐2)	
  
Histograma	
   de	
   dispersión	
   lateral	
   (tamaño).	
   (c1-­‐2)	
   Histograma	
   de	
   dispersión	
   hacia	
   adelante	
  
(complejidad).	
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  78.	
  (a1-­‐2)	
  Gráfica	
  de	
  poblaciones	
  por	
  complejidad	
  (eje	
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  tamaño	
  (eje	
  horizontal).	
  (b1-­‐2)	
  
Histograma	
   de	
   dispersión	
   lateral	
   (tamaño).	
   (c1-­‐2)	
   Histograma	
   de	
   dispersión	
   hacia	
   adelante	
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  79.	
  (a1-­‐4)	
  Gráfica	
  de	
  poblaciones	
  por	
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  tamaño	
  (eje	
  horizontal).	
  (b1-­‐4)	
  
Histograma	
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   (tamaño).	
   (c1-­‐4)	
   Histograma	
   de	
   dispersión	
   hacia	
   adelante	
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   80.	
   (a1)	
   Gráfica	
   de	
   poblaciones	
   por	
   complejidad	
   (eje	
   vertical)	
   y	
   tamaño	
   (eje	
   horizontal).	
   (b1)	
  
Histograma	
  de	
  dispersión	
  lateral	
  (tamaño).	
  (c1)	
  Histograma	
  de	
  dispersión	
  hacia	
  adelante	
  (complejidad).
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  Medición	
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Figura	
  82.	
  (a)	
  Imagen	
  analizada	
  con	
  INFINITY	
  ANALYZE	
  de	
  Lumenera,	
  (b)	
  Imagen	
  analizada	
  con	
  ImageJ,	
  (c)	
  
En	
  esta	
  figura	
  se	
  trazaron	
  dos	
  líneas	
  de	
  las	
  que	
  se	
  obtiene	
  el	
  perfil	
  de	
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pixeles,	
  para	
  realizar	
  el	
  cociente	
  respectivo.	
  ..............................................................................................	
  78	
  
Figura	
  83.	
  Medición	
  del	
  diámetro	
  del	
  eritrocito.	
  ........................................................................................	
  84	
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  (a)	
  Imagen	
  analizada	
  con	
  INFINITY	
  ANALYZE	
  de	
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  (b)	
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  ImageJ,	
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