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Resumen

La reologia es una disciplina cientifica que se dedica al estudio de la defor-
macién y flujo de la materia o, méas precisamente, de los fluidos. En parti-
cular, la hemorreologia se ocupa del comportamiento del flujo de la sangre
completa, ademés de la deformabilidad de los elementos individuales que
la componen (es decir, glébulos rojos, glébulos blancos y plaquetas). Debi-
do a su importancia fisiopatolégica, la medicion de la deformabilidad de los
glébulos rojos ha sido el foco de numerosos estudios en las Gltimas décadas
y en especial su rol en la regulacion del suministro de O,. El objetivo de esta
revisién fue resumir la informaciéon actualmente disponible sobre la reolo-
gia de la sangre, con especial énfasis en la influencia de la deformabilidad
de los glébulos rojos, destacando su relacién con diversas enfermedades
humanas tales como trastornos hereditarios de la membrana (esferocitosis,
eliptocitosis, ovalocitosis y estomatocitosis), trastornos metabdlicos (dia-
betes y cambios en la membrana inducidos por el estrés oxidativo) y los
asociados a enfermedades criticas. Se exponen brevemente las técnicas mi-
crofluidicas que han sido identificadas como métodos de gran potencial en
el desarrollo de modelos experimentales dinamicos de dltima generacion.
Su uso podria dilucidar la importancia de las alteraciones de la membrana
de los eritrocitos en condiciones patolégicas y las consecuencias de dichas
alteraciones en la dinamica del flujo de la microcirculacién.

Palabras clave: Hemorreologia; Deformabilidad de glébulos rojos; Membra-
nopatias; Microcirculacion; Métodos microfluidicos

Hemorheological effects of red blood cells and their im-
plications in health

Abstract

Rheology is a scientific discipline dealing with the flow and deformation
behavior of materials, with the materials under consideration being solids
or more precisely, fluids. In particular, hemorheology is concerned with
the behaviour of the flow of whole blood and also the deformability of
the individual elements that make it up (i.e. red blood cells, white blood
cells and platelets). Due to its pathophysiological importance, the mea-
surement of red blood cell deformability has been the focus of numerous
studies in recent decades and in particular the role of red blood cells in the
regulation of O, supply. The aim of this review was to summarise the cur-
rently available information on blood rheology with special emphasis on the
influence of red blood cell deformability, highlighting its relationship with
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various human diseases such as hereditary membrane disorders (e.g. spherocytosis, elliptocytosis, ovalocy-
tosis and stomatocytosis), metabolic disorders (e.g. diabetes and membrane changes induced by oxidative
stress) and those associated with critical illnesses. The microfluidic techniques that have been identified
are briefly presented here as key methods to develop the state-of-the-art in dynamic experimental models to
elucidate the importance of erythrocyte membrane alterations in pathological conditions as well as the role
that such alterations play in the dynamics of microcirculation flow.

Keywords: Hemorrheology; Red blood cell deformability; Membranopathies; Microcirculation; Microfluidic
methods

Efeitos hemorreoldgicos das hemdacias e suas implicagées na satde

Resumo

Reologia é uma disciplina cientifica que se dedica ao estudo da deformagéo e fluxo da matéria ou, mais
especificamente, dos fluidos. A hemorreologia trata, em particular, do comportamento do fluxo do sangue
total, além da deformabilidade dos elementos individuais que o compdem (ou seja, glébulos vermelhos,
globulos brancos e plaquetas). Devido a sua importéncia fisiopatoldgica, a mensuragdo da deformabilidade
das hemaécias tem sido foco de intimeros estudos nas Ultimas décadas e, principalmente, o papel das he-
maécias na regulagdo do suprimento de O,. O objetivo desta revisdo era resumir as informagdes atualmente
disponiveis sobre a reologia do sangue com énfase especial na influéncia da deformabilidade dos glébulos
vermelhos, destacando sua relagcdo com vérias doengas humanas, como disturbios hereditarios da membrana
(esferocitose, eliptocitose, ovalocitose e estomatocitose), distirbios metabdlicos (diabetes e alteragbes na
membrana induzidas por estresse oxidativo) e aqueles associados a doengas criticas. Técnicas microfluidicas
sdo brevemente discutidas, as quais tém sido identificadas como métodos de grande potencial no desen-
volvimento de modelos experimentais dindmicos de ultima geragdo. Seu uso poderia elucidar a importancia
das alteragbes da membrana eritrocitaria nas condigdes patoldgicas e as consequéncias de tais alteragbes
na dindmica do fluxo da microcirculagéo.

Palavras-chave: Hemorreologia; Deformabilidade dos glébulos vermelhos; Membranopatias; Microcirculacao;

Métodos microfluidicos

Hemorreologia

La reologia es una disciplina cientifica que se dedi-
ca al estudio de las leyes que rigen la deformacién y
el flujo de la materia o, mas precisamente, de los flui-
dos complejos. Un fluido es capaz de deformarse con-
tinuamente cuando esta sujeto a esfuerzos y carece de
fuerzas restitutivas internas que lo vuelvan a su forma
original, a diferencia de los s6lidos que no se deforman
o s6lo lo hacen hasta cierto punto. En un sélido elastico
hay fuerzas restitutivas que tienden a recuperar la for-
ma original.

Los materiales se deforman y/o fluyen debido a la
suma de las fuerzas aplicadas a los mismos. Entre dichas
fuerzas importan las llamadas superficiales que son de-
bidas a la interaccion entre las moléculas cercanas a una
superficie (que no es necesariamente una frontera del
material, sino también una superficie interna en é€l).
En el estudio del grado de deformacion (o flujo) de un
material deben considerarse los esfuerzos (1), los cuales
poseen dos componentes: (i) esfuerzo de corte, de ciza-
lladura o tangencial, que es la fuerza por unidad de area
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que actia paralelamente a la superficie y (ii) la presién o
esfuerzo normal que es la fuerza por unidad de area que
actiia perpendicularmente a la superficie. Se acostumbra
medir ambos tipos de esfuerzos en mPa (milipascales).

En el estudio de los flujos es importante considerar
la tasa de deformacion; esto es la variacion espacial de
la velocidad. Esta da una idea de la rapidez con la que
se deforma una porcién infinitesimal del material, y se
mide en 1/s. Finalmente, la viscosidad se define como
el cociente entre el esfuerzo tangencial y la tasa de de-
formacion y suele medirse en milipascales por segundo
(mPa/s) que es equivalente al centipoise (cP).

Desde el punto de vista reolégico, los liquidos pue-
den dividirse en dos grupos principales:

1. Los liquidos newtonianos son aquellos en los que
los esfuerzos tangenciales varian linealmente con
la tasa de deformacion. La viscosidad, por lo tan-
to, resulta ser una constante independiente de la
tasa de deformacion en estos liquidos. Puede de-
pender, sin embargo, de otros parametros como
la temperatura.



2. En los liquidos no newtonianos, en cambio, la re-
lacion entre las tasas de deformacion y los esfuer-
zos no esta dada por una constante y, por lo tanto,
su viscosidad depende de la tasa de deformacion
ala que esta fluyendo.

Ademas de dividir a los fluidos en newtonianos y no
newtonianos es importante clasificar a los flujos resul-
tantes en laminares y turbulentos. Para entender estos
conceptos es util recordar que en un tubo de diametro
y longitud constante la resistencia al flujo depende del
tipo de fluido y de las condiciones de flujo dentro del
tubo. Para un flujo lento, la diferencia de presiéon entre
dos puntos a lo largo del tubo es proporcional a la ve-
locidad de dicho flujo, y las particulas liquidas pueden
moverse suavemente en planos adyacentes o laminas pa-
ralelas a la pared del tubo. Este tipo de flujo se denomi-
na laminar (2). Con el aumento de la velocidad aparece
una tendencia a que el flujo se desplace en patrones
irregulares, haciendo que el movimiento de las particu-
las se vuelva caético. Este flujo se denomina turbulento
y su grado de turbulencia aumenta con el caudal (3).

Cuando un material, bajo la accion de estos esfuer-
zos, sufre una deformacion finita y pequena (en vez de
fluir), se dice que presenta propiedades elasticas. En es-
tos casos, la magnitud de la deformacion es proporcio-
nal al esfuerzo aplicado y la constante de proporcionali-
dad es el coeficiente de rigidez, el cual se mide en mPa.
En general, un material presenta una combinacién de
comportamientos viscosos y elasticos que dependen de
la rapidez de la deformacién. Todos estos factores con-
tribuyen a la complejidad reolégica de la sangre.

Desde un punto de vista biolégico, la sangre puede
considerarse como un tejido que comprende varios ti-
pos de células y un material liquido intercelular (plas-
ma). Aunque la viscosidad de la sangre total depende
de muchos factores, como la viscosidad del plasma, la
concentracion y calidad de los glébulos blancos y pla-
quetas, esta revision se enfoca principalmente en la
participacién de los glébulos rojos (GRs). Los GRs son
los elementos mas importantes desde el punto de vista
reologico debido a su abundancia (4) (5). Por otra par-
te, las propiedades reolégicas de la sangre completa tie-
nen relevancia clinica ya que se ha demostrado que és-
tas pueden alterarse en diversos estados patolégicos. La
sangre puede estudiarse como un liquido de dos fases;
esto es, como una suspension soélido-liquido en la que
las células serian la fase sélida. Sin embargo, también
puede ser considerada como una emulsion en la que
el liquido del interior de los GRs formaria las micelas.

La sangre, al estar compuesta de células que poseen
diferentes propiedades eldsticas, no solamente presenta
efectos ligados a la viscosidad, sino también otros rela-
cionados a la elasticidad. En suma, este liquido complejo
manifiesta propiedades viscoelasticas en ciertos casos v,
por lo tanto, la hemorreologia debe ocuparse tanto del
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comportamiento del flujo de la sangre completa como
de la deformabilidad de los elementos que la componen.

El plasma es un fluido newtoniano y su viscosidad
esta estrechamente relacionada con el contenido de
proteinas. Cambios fisiologicamente significativos en
el plasma pueden alterar su viscosidad, por ejemplo, al
variar la concentracién de los reactantes de fase aguda.

En cambio, la sangre entera se considera una sus-
pension no newtoniana y su fluidez depende de las
propiedades reolégicas combinadas del plasma y los
componentes celulares. La sangre normal muestra un
comportamiento de adelgazamiento ante esfuerzos de
corte (shear thinning). Este tipo de comportamiento ase-
gura que a bajas velocidades de corte o esfuerzo de cor-
te, la viscosidad de la sangre es alta y disminuye a un va-
lor minimo bajo fuerzas de corte elevadas (6). Ademas,
en éstasis, la sangre normal tiene un esfuerzo minimo
de fluencia (o esfuerzo umbral) de aproximadamente
2 a4 mPa (5), es decir, la sangre s6lo puede fluir ante
esfuerzos aplicados mayores a este valor. Las variaciones
de la fluidez de la sangre influyen en gran medida en la
perfusion de los tejidos (4).

Como se dijo previamente, los GRs afectan la viscosi-
dad. En efecto, se observa una relacién de crecimiento
exponencial de ésta con el hematocrito (Hto). Para va-
lores del Hto menores del 60%, la viscosidad depende
ademas de la tasa de deformacion y su crecimiento es
mas significativo cuanto mas alta es dicha tasa (Fig. 1).
Cuando el Hto supera el 60%, se produce una disminu-
cién significativa de la perfusion tisular (7).

La deformabilidad de los GRs, es decir, su comporta-
miento bajo esfuerzos de corte, influye fuertemente en
la fluidez de la sangre. Los GRs normales son altamente
deformables bajo cizallamiento y se orientan con las li-
neas de flujo. Sin embargo, durante el estrés inflama-
torio, los GRs tienden a agregarse en conjuntos linea-
les como pilas de monedas (rouleaux). El fibrin6geno y
otros reactantes de fase aguda en el plasma estabilizan
estos agregados, aumentando significativamente la vis-
cosidad de la sangre (8).

Debido a su deformabilidad, los GRs poseen la ca-
pacidad de atravesar capilares mas pequenos que su
diametro y asi desempenar su papel como portadores
de gases entre la sangre y los tejidos (9). Diversas pa-
tologias afectan la deformabilidad de los eritrocitos,
entre ellas las alteraciones de la hemoglobina, como la
anemia de células falciformes (10) o la talasemia (11) y
los trastornos hereditarios de la membrana de los GRs
(12). Ademas, se han reportado alteraciones de la de-
formabilidad de los eritrocitos en diferentes enferme-
dades infecciosas, metabolicas y cardiovasculares, entre
otras: malaria (13), diabetes (14), infarto de miocardio
(15) o enfermedades criticas (por ejemplo, sepsis) (16).
Debido a su importancia fisiopatolégica, la medicion de
la deformabilidad de los glébulos rojos ha sido el foco
de numerosos estudios en las tltimas décadas (17).
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Figura 1. Viscosidad de la sangre en funcién del hematocrito para distintos valores de la tasa de deformacion
para GR normales suspendidos en plasma (7).

Propiedades biomecanicas de los glo-
bulos rojos normales

En condiciones fisiologicas, los GRs adoptan la for-
ma de un disco biconcavo, con dimensiones de apro-
ximadamente 8 pm de didametro y 2 pm de grosor. Su
deformabilidad permite que atraviesen capilares con
diametros de no mas de 3-5 pm. Cuando los GRs circu-
lan a través del bazo, que actia como un filtro altamen-
te efectivo, estas c€lulas traspasan poros en las paredes
endoteliales extremadamente estrechas con un diame-
tro de 0,5 a 1,0 pm. En caso de alteracion de la capaci-
dad de deformacion, debida a factores patolégicos (por
ejemplo en la esferocitosis hereditaria, EsH) o envejeci-
miento fisiologico, se produce el secuestro esplénico y
la eliminacion de los GRs de la circulacion (18).

La deformabilidad de un eritrocito depende princi-
palmente de los siguientes tres factores:

1. El exceso de area de superficie respecto a la que
tendria una esfera del mismo volumen. En efec-
to, considerando que el volumen celular medio
(VCM) de un GR es de ~90 fL, si fuera una esfera
tendria una superficie de 97 me. Sin embargo,
debido a su forma bicéncava presenta un area
de superficie media (MSA) de ~135 pm?, que es
notablemente mayor.

2. La viscosidad del fluido intracelular dominada
por el tipo y la concentraciéon de hemoglobina.

3. Las propiedades viscoelasticas de la membrana
celular, que es un material compuesto que cons-
ta de tres capas: un glicocdlix rico en hidratos
de carbono en la superficie exterior, una bicapa
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lipidica capaz de resistir la flexiéon y una red de
proteinas subyacentes que sirve como esqueleto
de membrana y es responsable de facilitar la de-
formabilidad, flexibilidad y recuperacion de la
forma discoide (12). La extensibilidad lineal de
esta malla proteica define los limites de la defor-
mabilidad de los glébulos rojos (12).

El aumento anormal en la rigidez de los GRs se ha
asociado con alguna alteraciéon de estos factores. El
comportamiento mecanico de la membrana de los GRs
se expresa en términos de tres médulos fundamentales:
(a) el modulo elastico de corte, (b) el médulo de com-
presibilidad del areay (c) el médulo de flexion. El pri-
mero se asocia con una deformacion de area constante.
El médulo de compresibilidad del area caracteriza su
resistencia a la compresién o la expansion. E1 médulo
de flexién que presenta la curvatura de la membrana es
importante para impulsar los cambios en la forma de
reposo (17) (19). Owro parametro eldstico que resulta
de mediciones en microscopia de fuerza atémica (20)
es el modulo de Young, que es la medida de la rigidez
del material elastico segun la direccion en la que se apli-
ca la fuerza.

En bifurcaciones vasculares y cambios en la seccion
transversal de los vasos se producen deformaciones
transitorias en los GRs. El pardmetro caracteristico de
estos fenémenos es el tiempo de relajacion, definido
como el tiempo que tarda un GR deformado en recu-
perar su forma bicéncava original (21). Se han hecho
algunos avances prometedores que muestran la interac-
cion entre la forma de los vasos y la deformabilidad de
los GRs (22).



Los GRs maduros se deforman de manera reversi-
ble bajo tensiones de corte que se presentan durante
el transito circulatorio (8). Las proteinas integrales de
transmembrana como AE-1 (también llamada B3) y
las glicoforinas estan ancladas de manera reversible a
una malla de proteinas filamentosas del citoesqueleto
(Fig. 2). El mantenimiento de las interacciones entre
la membrana lipidica y la malla proteica y el robusto
comportamiento mecanico de los GRs dependen de
las bombas de iones asociadas al ATP, asi como del
apoyo de los sistemas antioxidantes de nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato en su forma reducida
(NADPH) (23).

Técnicas para medir las propiedades
biomecéanicas de los globulos rojos

Los métodos experimentales disponibles se pueden
dividir en dos categorias: 1) instrumentos que miden la
sangre total o suspensiones de GRs diluidos y 2) técni-
cas de célula unica.

Los primeros, que incluyen el viscosimetro rotacio-
nal y el ectacitometro, se consideran métodos de alto
rendimiento. Sin embargo, éstos no tienen en cuenta la
heterogeneidad o las diferencias de tamano dentro de
la poblacién de células. El ectacitémetro (24) emplea
una técnica de difraccion laser y mide la deformabili-
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dad de los GRs en funcion de la osmolalidad del me-
dio en la que estan suspendidos (a una dada tasa de
deformacion). Las curvas de indice de deformabilidad
(ID) brindan informacion sobre el area de la superfi-
cie de los globulos rojos, la relacion entre la superficie
y el volumen y la viscosidad interna. E1 ID (a menudo
llamado indice de elongacién) se define como la rela-
cion (L-W)/(L+W), donde L y W son respectivamente
los ejes mayor y menor de una elipse que representa un
GR deformado promedio. La curva para muestras de
sangre normal alcanza un ID maximo (ID,_ ) a los 290
mOsm/kg, lo que indica que los GRs normales tienen
una capacidad de deformacién 6ptima cuando se expo-
nen a la osmolalidad (o tonicidad) normal. Cuando la
osmolalidad del medio de suspension disminuye, la ID
también disminuye y la ID minima (ID,; ) indica el vo-
lumen maximo posible que una célula puede alcanzar
antes de la hemolisis.

Como se dijo previamente, la deformabilidad de los
eritrocitos esta gobernada por tres factores: la relacion
superficie/volumen, la viscosidad citoplasmatica y la
rigidez intrinseca de la membrana. Con el ectacitome-
tro se obtiene una curva de deformabilidad osmotica,
cuyos puntos caracteristicos son los siguientes (Fig. 3):

e Fl indice de deformabilidad maximo, ID__ . Se
alcanza en un medio isotonico y depende del area
de membrana disponible del eritrocito.

Rh .
| Cabezas
hidrofilicas Glicoforina C Glicocalix
Banda 3 P
o LSOO AT ) SIRDCZC0000000 .
8 Bicapa
‘§ Lipidica
5 000V 000008] tw! EDO0E0000001 || | ReSseseeene
E Fy
g Colas Glicoforina A
b= hidrofébicas . L 41 R Citoesqueleto
- g Aducina -
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T

Interaccion horizontal

Figura 2. Esquema de la estructura bidimensional de la membrana: es una estructura compuesta por una bicapa lipidica anclada a una

red bidimensional elastica de proteinas del citoesqueleto a través de ankirina y proteina 4.1. La deficiencia o alteracion de alguna de las

proteinas de la union vertical involucrando el complejo ankirina conduce a la pérdida de cohesion entre la bicapa lipidica y el esqueleto de

la membrana, como asi también a la pérdida de area de superficie. Las uniones horizontales entre dimeros espectrina-espectrina y entre

espectrina-actina-proteina 4.1R en el complejo de unién determinan la integridad mecanica de la membrana. Las uniones horizontales
defectuosas disminuyen esta integridad y favorecen la fragmentacion de la célula.
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Figura 3. Ectacitometria de gradiente osmdtico. Linea gruesa (normal): perfil de deformabilidad osmdtica de los GRs humanos normales
que muestra el indice de deformabilidad (ID) como una funcién continua de la osmolalidad del medio en suspensién. EI ID maximo, que

se alcanza en la osmolalidad isotdnica es una medida del area de superficie de la membrana. EI ID minimo en la region hipoténica (O

)

min

corresponde a la osmolalidad en la que el 50% de los glébulos rojos se lisan en la prueba de fragilidad osmdtica y el O’ en la region

hiperténica corresponde al estado de hidratacion de las células y por lo tanto a la CHCM. Linea de puntos (EsH): perfil de deformabilidad

osmdtica de un paciente con EsH. La disminucion del ID maximo es consecuencia de la reduccion del area de superficie de la membrana,

el aumento del ID en O, es el resultado del incremento de la fragilidad osmética y la disminucidn del ID en la mayor osmolalidad refleja
la deshidratacion celular. Adaptado de (36).

e LaO,_, eslaosmolalidad para la cual el ID es mi-
nimo y corresponde al 50% de hemdlisis en una
prueba de fragilidad osmética. Se produce en un
medio hipoténico y depende de Ia relacion super-
ficie/volumen.

® O’ es la osmolalidad a la cual el ID es igual a la
mitad del ID_ . Este parametro depende de la
viscosidad intracelulary, por lo tanto, se relaciona
con la concentracion hemoglobinica corpuscular
media (CHCM).

Las muestras de sangre patologicas se caracterizan
por diferencias en la forma de la curva de ID frente a
la osmolalidad en comparaciéon con un control nor-
mal. La ectacitometria de gradiente osmético es extre-
madamente Uutil para el diagnéstico en la mayoria de
las patologias hereditarias de la membrana eritrocita-
ria (25).

Existen varios métodos experimentales unicelulares,
que incluyen la aspiracién con micropipeta, las pinzas
opticas, el andlisis de parpadeo, la microscopia de fuer-
za atémica y las técnicas de microfluidica y ultrasonido
(26). Ademas, la interferometria laser de campo com-
pleto, una técnica 6ptica no invasiva, se ha utilizado
para cuantificar las caracteristicas materiales de las cé-
lulas vivas en escalas del nanémetro y del milisegundo.
Los métodos anteriores basados en células individuales
permiten la estimacién de las propiedades de la mem-
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brana que afectan la capacidad de deformacién de los
GRs. En general, estos métodos tienen mas interés teo-
rico y basico que clinico ya que pueden no representar
completamente las condiciones reales que ocurren en
la microcirculacion.

En los ultimos anos, se han desarrollado técnicas
basadas en el flujo en microcapilares y en dispositivos
microfluidicos (27) (28). El anadlisis automatizado de
imagenes en estos dispositivos permite estudiar un
gran namero de células mediante el uso de patrones
que imitan la microcirculacién (29) en sustratos trans-
parentes, como polidimetilsiloxano y vidrio, haciendo
uso de videomicroscopia. Los métodos incluyen: (i)
visualizaciones de la deformacion celular en funcion
de la caida de presion, en la cual la forma clasica de pa-
racaidas observada in vivo también se obtuvo en expe-
rimentos in vitro (30), (ii) estimaciones de las propie-
dades viscoelasticas de la membrana celular mediante
el uso de canales divergentes (31) y (iii) arreglos de
camaras micrométricas que contienen una sola célula
(SiCMA, del inglés: single-cell microchamber array chip)
(21) (32) en las que se aplica una fuerza dielectroforé-
tica para deformar los GRs y se utiliza el analisis de ima-
genes para evaluar la deformabilidad de los eritrocitos
individuales en términos del porcentaje del indice de
elongacion (33).

Un parametro geométrico de un conjunto de GRs
es el ancho caracteristico de distribucion eritrocitaria



(RDW, del inglés: red distribution width) que es una me-
dida de la variacion de tamano y un indice de la he-
terogeneidad celular. Este se puede utilizar como una
herramienta de diagnoéstico y pronoéstico en afecciones
cardiovasculares y trastornos trombéticos (34). Recien-
tes investigaciones han estudiado el patron de secado
de gotas de sangre completa en busca de pistas para
correlacionar dichos patrones con diversas condiciones
que afecten la salud humana. La morfologia de los pa-
trones de gotas secas sobre un sustrato presenta regio-
nes denominadas corona, placas y grietas radiales, los
cuales difieren en pacientes con patologias de diferente
etiologia (35). Los patrones de secado de gotas se ven
afectados por numerosos efectos fisicos que dependen
de la reologia de la sangre. En efecto, en estos proble-
mas hay flujos de Marangoni acoplados con la evapo-
racion que dependen, entre otros factores, de la com-
posicion de la sangre, la concentracion de solutos (que
puede alterarse con la lisis o crenacion de los GRs), la
viscosidad del plasma y los fenémenos de gelacion que
alteran la reologia del sistema. Por ello, no es igual el
patron resultante del secado de sangre normal, uno
con 50% de GRs y 50% de solucién fisiolgica y uno
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de sangre hemolizada como se muestra en la Figura 4.
Aunque ain es prematuro sacar conclusiones definiti-
vas, en nuestro laboratorio se estd trabajando en esta
metodologia tratando de obtener informacién cuantifi-
cable de dicha morfologia con el objetivo de que resul-
te util para presumir u orientar hacia el diagnéstico de
ciertas patologias.

Patologias que afectan las propiedades
reoldgicas de los glébulos rojos

Trastornos hereditarios de la membrana

Los trastornos hereditarios que afectan a la mem-
brana eritrocitica incluyen, entre otros, la esferocitosis
hereditaria (EsH), la eliptocitosis hereditaria (EIH) y
la estomatocitosis. Estos son causados por una deficien-
cia o disfuncion de alguna de las proteinas esqueléticas
de la membrana y constituyen un grupo importante
de las anemias hemoliticas hereditarias (36) (37). Las
dos primeras son las mas frecuentes en caucasicos, con
una prevalencia aproximada de 1 en 5000. Dos tercios
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Figura 4. (a) Gota de sangre entera seca y su histograma de grises (1 es blanco). La zona de corona es distintiva y esta indicada por circulos.

(b) Lo mismo pero para una gota con 50% de GRs y 50% de solucidn fisioldgica. (c) La columna de la derecha muestra la evolucién del pa-

trén de secado de una gota de sangre hemolizada. Se ve que el patrén de las coronas y de la zona central difiere para una misma gota y que

el secado no da el mismo resultado segtin la composicién y las caracteristicas de la gota. (Experimentos propios realizados en el laboratorio
del IFAS-UNCPBA).
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se presentan de forma autosémica dominante; el resto
podrian ser de herencia recesiva o mutaciones de novo.
Estas enfermedades son el resultado de mutaciones en
los genes que codifican las diferentes proteinas ancla-
das a la bicapa lipidica de la membrana de los eritroci-
tos. Algunas de estas mutaciones pueden afectar a las
proteinas integrales de transmembrana que represen-
tan las interacciones verticales (ankirina o proteina 2.1,
proteina Banda 3, proteinas 4.1 y 4.2 y glicoforina C)
y conducen a la pérdida de cohesion entre la bicapa
lipidica y el esqueleto de la membrana (Fig. 2). Por
consiguiente, éstas conllevan a la reduccion del area de
la superficie de la membrana que es tipica de la EsH.
Otras mutaciones afectan los enlaces horizontales en-
tre los dimeros de espectrina-espectrina y entre la es-
pectrina-actina-proteina 4.1R en el complejo de unién
que determinan la integridad mecanica de la membra-
na. Estos enlaces horizontales defectuosos conducen a
una disminucién de dicha integridad y a la fragmen-
tacién celular que se observa en algunos tipos de EIH
(36) (38).

Las propiedades biomecanicas de la membrana de
los GRs en trastornos hereditarios han sido evaluadas
principalmente por ectacitometria (39) (40). En la
EsH los resultados muestran una disminucion en la de-
formabilidad de la membrana eritrocitaria, la que se
comprueba por el cambio en el ID y la forma atipica
de la curva de deformabilidad respecto al control (36)
(Fig. 3). La disminucién del ID méaximo es consecuen-
cia de la reduccion del area de superficie de la mem-
brana. El aumento del ID en osmolalidad minima es
el resultado del aumento de la fragilidad osmética. Se
ha demostrado que el valor de ID __ disminuye con
la reduccion del contenido de espectrina de los GRs
(41). Esta es considerada como la principal molécula
de almacenamiento de energia de la membrana y de-
termina su capacidad de deformacion eldstica por ciza-
llamiento. En efecto, el médulo de corte de la membra-
na de los GRs depende en gran medida de la densidad
de la espectrina.

Otro método utilizado es la microscopia de fuerza
atémica que permite el estudio de las propiedades me-
canicas de los eritrocitos de pacientes con EsH en tér-
minos del médulo de Young. Este parametro fue mayor
en los eritrocitos de la EsH en comparacion con las cé-
lulas normales (20).

Los criterios basicos usados para el diagnéstico de
la EsH son: signos clinicos, morfologia eritrocitaria,
bajo VCM, elevado CHCM, aumento de reticulocitos,
prueba de Coombs directa negativa, bilirrubina indi-
recta elevada. Cuando estos son insuficientes, se con-
sidera la realizacion de pruebas adicionales de baja
complejidad, diferente sensibilidad y especificidad
como los de fragilidad osmética incubada, de lisis en
glicerol acidificado, que son de utilidad aun cuando
sus resultados pueden ser modificados por factores no
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relacionados con defectos propios de la membrana. La
prueba de criohemolisis hiperténica es mas especifica
que las otras mencionadas, ya que no depende de la
relacion superficie/volumen sino de la integridad de
las proteinas de membrana. Esta prueba presenta la
ventaja de arrojar resultados normales cuando la pre-
sencia de esferocitos se relaciona con anemias hemoli-
ticas autoinmunes (42) (43). También se ha utilizado
la citometria de flujo, que evalaa la intensidad de fluo-
rescencia emitida por el reactivo 5’-eosina maleimida
el cual interacciona covalentemente con las proteinas
Banda 3 principalmente y con antigenos del Grupo
Kell, CD47 y Grupo Rh de la membrana eritrocitaria.
En la EsH, cualquiera sea la proteina deficiente pri-
maria, se obtiene una disminucion de la fluorescencia
debido a la pérdida de la membrana que contiene las
proteinas que reaccionan con el reactivo fluorescente.
Este método tiene una sensibilidad de 92,7% a 96,1%
y una especificidad mayor de 99,1%, segtn distintos
autores (44) (45).

La ectacitometria de gradiente osmético y el analisis
genético basado en el estudio del ADN son técnicas mas
especificas para determinar con precision los trastornos
hereditarios. Aunque actualmente en la Argentina no
se encuentran disponibles para el diagnéstico, en otros
paises, mayormente europeos, se utilizan para dicho fin.
Asimismo, la electroforesis de las proteinas de membra-
na, el estudio de la digestion triptica y la cuantificaciéon
de dimeros y tetrameros de espectrina son métodos que
pueden contribuir al diagnéstico tanto de la EsH como
de la EIH. Sin embargo, existen algunas alteraciones pa-
tologicas que aun no se pueden diagnosticar con exacti-
tud mediante estos métodos.

Recientemente, la determinacion de la prote6mica
mediante la espectrometria de masa podria caracteri-
zar un numero de proteinas de escasa abundancia en la
membrana, enzimas que regulan las interacciones del
citoesqueleto y los mecanismos de transporte celular,
obteniendo datos de nuevas modificaciones postraduc-
cionales con la combinacion de la bioinformatica. Este
método tendria la potencialidad de reconocer patolo-
gias eritrocitarias de compleja identificacion (46).

El analisis microscépico mediante dispositivos micro-
fluidicos que estan en pleno desarrollo seria un paso
importante en el diagnoéstico de los trastornos heredi-
tarios de la membrana. Estos dispositivos combinan el
analisis de imagenes de GRs con la cuantificacion de
las propiedades de la membrana, es decir, los tres mo-
dulos biomecanicos fundamentales (el médulo elastico
de corte, el médulo de expansion de area y el médulo
de flexion) y la constante de tiempo de relajacion. Por
ejemplo, la tecnologia SICMA es capaz de medir el in-
dice de alargamiento de células individuales en una po-
blacién heterogénea. Con este método, se ha observado
una reduccién del 30% en la capacidad de deformacién
del GR en la EsH (32).



Diabetes

La diabetes mellitus tipo II es uno de los principales
factores de riesgo de las enfermedades cardiovasculares.
Se ha observado que la viscosidad citoplasmatica de los
GRs depende en gran medida de las propiedades fisico-
quimicas de la hemoglobina, como la glicacién aumenta-
da debido a la hiperglucemia relacionada con la diabetes
y eso afectaria sus propiedades viscoeldsticas (47).

La membrana de los eritrocitos se torna rigida ante
un nivel de glucosa elevado y esto afecta adversamen-
te su comportamiento natural, particularmente en la
microcirculacién, contribuyendo a la microangiopatia
(48). Experimentos de filtraciéon con micropipeta mos-
traron que los GRs diabéticos presentan un defecto en
la deformabilidad y toman mas tiempo para recuperar
su forma discoidal (49). Con la utilizaciéon de un dis-
positivo microfluidico de vidrio como modelo de los
microvasos, €l ID de los GRs de pacientes diabéticos re-
sulté mas bajo que el de los controles sanos, lo que indi-
caria una deformabilidad deteriorada (50). Resultados
similares fueron hallados en suspensiones de GRs de
estos pacientes estudiando la tasa de filtracion a través
de membranas (51). Mediante un ectacitometro com-
binado con un reémetro de hendidura, se observo una
disminucion de la deformabilidad de los eritrocitos en
pacientes diabéticos en comparaciéon con los controles
no diabéticos (52).

Obtener datos cuantitativos sobre las propiedades
viscoelasticas de la membrana resulta importante para
correlacionar la deformabilidad disminuida con las
complicaciones de la diabetes, como la microangiopa-
tia y la nefropatia, que no se conocen en su totalidad.
Ademas, permitiria evaluar la reduccion de la viscosi-
dad de la sangre total a nivel de la microcirculacién por
efecto de medicamentos (48).

Agregacién, adhesion y deformabilidad de los glé-
bulos rojos en enfermedades graves adquiridas

Entre los factores que afectan la agregacion, adhe-
sion y deformabilidad de los GRs interviene el estrés
oxidativo. Este se produce cuando hay un desequilibrio
entre la generacion de especies de oxigeno y su elimi-
nacion. Bajo condiciones fisiolégicas, los GRs pueden
defenderse contra la exposicion continua al estrés oxi-
dativo mediante la intervenciéon de moléculas antioxi-
dantes y enzimas capaces de convertir los compuestos
toxicos en formas que pueden ser neutralizadas por las
células (53) (54). Sin embargo, la respuesta anormal
al estrés oxidativo puede causar efectos toxicos a través
de la produccion de peroxidos y radicales libres, lo que
ocasiona danos que afectan la membrana de los GRs,
alteran los mecanismos normales de senalizacion celu-
lar y, en consecuencia, pueden afectar el flujo a través
de la red microcirculatoria. Estas alteraciones del flujo
agravan algunas situaciones patolégicas como la sep-
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sis, la diabetes, la insuficiencia cardiaca y el infarto de
miocardio, entre otras (b5) (56). Se ha observado de-
formabilidad alterada de los GRs en presencia de estrés
oxidativo mediante el uso de ectacitometria (57). El
andlisis del espectro de fluctuacion térmica de la mem-
brana permitié evaluar las propiedades mecanicas de
los GRs asi como los médulos eldsticos y determiné un
aumento de la rigidez al estar expuestos a estrés oxida-
tivo in vitro (58).

Mediante experimentos de microfluidica (59) se
puede observar la presencia de GRs danados por el
estrés oxidativo en términos de la rigidez de la mem-
brana. Se ha propuesto este método como un posible
acercamiento a un tema de potencial interés clinico
que consiste en discriminar entre los GRs bien y mal
almacenados para transfusion.

Como se ha senalado anteriormente, los GRs sus-
pendidos en plasma autélogo tienden a formar grandes
agregados, conocidos como rouleaux. Se ha demostrado
que los reactantes de fase aguda, especialmente el fi-
brinégeno, la proteina C reactiva, el amiloide sérico A,
la haptoglobina y la ceruloplasmina, aumentan la agre-
gacion de glébulos rojos y estabilizan estos agregados,
incrementando significativamente la viscosidad de la
sangre. Este cambio de viscosidad afecta sobre todo a la
administracion de O, a los tejidos en los estados de bajo
flujo en la microcirculaciéon, como ocurre en las enfer-
medades criticas (por ejemplo, en la sepsis) (60) (61).
Entre los factores que causan estos cambios reologicos
se han mencionado el aumento de la concentracion
intracelular de 2,3-DPG (62), el Ca*? libre intracelular
y la disminucién del ATP intraeritrocitario que se ha
relacionado con la disminucion del contenido de acido
sialico en las membranas (16) (63). El contacto directo
entre GRs y glébulos blancos y la liberacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) en la sepsis pueden alterar
aun mas la funcionalidad de la membrana de los GRs.
Este comportamiento hemorreolégico de la membrana
contribuye a la reducciéon de la provision de oxigeno
a los tejidos, un aspecto comun en las enfermedades
criticas (16).

Se ha demostrado que en condiciones patolégicas
como la sepsis y la lesion por isquemia-reperfusion se
alteran las proteinas de la superficie de los eritrocitos
y aumentan su agregabilidad (64). También se obser-
v6 que los glébulos blancos activados causan un incre-
mento de esta ultima por cambios estructurales en las
glicoproteinas de membrana de los GRs (65). En condi-
ciones normales, la adherencia de los GRs a las células
endoteliales es insignificante y su deformabilidad per-
mite el paso eficiente a través de la microcirculacion.
Sin embargo, durante un estado de enfermedad critica
como la sepsis, las interacciones entre los GRs y el en-
dotelio se ven alteradas por lesiones asociadas al estrés
oxidativo (66). Estas interacciones de endotelio y GRs
crean un aumento fisiolégicamente significativo de la
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viscosidad aparente de la sangre. Ademas, la adheren-
cia de los GRs dana directamente el endotelio y produ-
ce un reclutamiento de los leucocitos unidos a éste, lo
que aumenta aun mas la viscosidad aparente y perju-
dica el flujo microcirculatorio. Este fen6meno se apre-
cia comunmente en la fisiopatologia de las crisis vaso-
oclusivas en pacientes con drepanocitosis, paludismo,
vasculopatia diabética, policitemia vera y trombosis de
la vena central de la retina, pero puede estar presente
en otras situaciones patologicas (67) (68).

Alteraciones geométricas y mecanicas de los GRs se-
cundarias al deterioro del metabolismo (que provoca
deshidratacion de los GRs, aumento del nivel de calcio
intraeritrocitario y agotamiento del ATP/NADPH) son
consecuencias bien descriptas en la sangre almacenada
durante periodos prolongados (69) y en los GRs some-
tidos a un importante estrés metaboélico durante las en-
fermedades criticas (70) (71).

Otros mecanismos que alteran la deformabilidad de
los GRs se relacionan con su senescencia. Se han pro-
puesto dos mecanismos que afectan la elasticidad de la
membrana: (i) la agrupacion de la proteina de mem-
brana B3 (72) y (ii) la externalizacién de la fosfatidil-
serina (PS) en la bicapa lipidica (73). Ambos procesos
pueden acelerarse en caso de enfermedades severas, lo
que altera la capacidad de transporte de O, (61). La
agrupacion posterior de los dominios exocelulares de
B3 en situaciones de senescencia aumenta la afinidad
de los autoanticuerpos naturales y activa la captaciéon
y destruccién de GRs por los macréfagos (74). La eli-
minacion de los GRs normales senescentes parece re-
lacionarse con su deteccion por los macréfagos al que-
dar atrapados en los sinusoides esplénicos debido a su
mayor rigidez.

Los eritrocitos senescentes interactiian con las pro-
teinas de la matriz extracelular que estan expuestas
dentro de la arquitectura esplénica. Esta exposicion es
impulsada por moléculas de adhesiéon en condiciones
de bajo cizallamiento. Recientemente, se ha observado
(75) que esta exposicién resulta en una contraccion
constante de la célulay finalmente en hemdlisis, produ-
ciendo fantasmas (ghosts) que, a diferencia de los GRs
intactos envejecidos, son facilmente reconocidos por
los macro6fagos de la pulpa roja esplénica. Estos hallaz-
gos podrian demostrar que la hemolisis es un evento
relevante en la remocion de GRs.

Alternativamente, los GRs pueden recibir una for-
ma de estimulo (senalizaciéon) similar a la apoptosis
(denominada eriptosis), que se caracteriza por la
contraccion celular y la pérdida de la asimetria de la
membrana plasmatica por la traslocacion del fosfolipi-
do fosfatidilserina hacia la capa externa de la bicapa
lipidica. La eriptosis se ha descripto en el contexto de
intoxicacion por etanol, neoplasia, insuficiencia hepa-
tica, diabetes, insuficiencia renal crénica, sindrome
urémico hemolitico, deshidratacion, agotamiento de
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fosfato, fiebre, sepsis, infeccion por Mycoplasma, ma-
laria, deficiencia de hierro, anemia falciforme, talase-
mia, deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y
enfermedad de Wilson (76).

Influencia de los gldbulos rojos en la
coagulacién

El principal impacto de los GRs en la formacion de
coagulos in vivo es reolégico, debido a que un flujo la-
minar con cizalladura promueve la marginacion de las
plaquetas y la concentraciéon de los GRs en el centro
(77). La cizalladura ocurre cuando la velocidad del flu-
jo varia en la direcciéon perpendicular al movimiento.
La agregacion y deformabilidad eritrocitaria favorece
el soporte, ensamblado y retraccion del coagulo. Ade-
mas, durante la formacion del trombo, los GRs interac-
tdan con las células endoteliales y las plaquetas (78).
La efectividad con la que la superficie procoagulante
logra estimular la produccién de trombina (mediante
la exposicion de la fosfatidilserina en la region exter-
na de la bicapa lipidica) junto con la rigidez de los eri-
trocitos son dos factores importantes en la generaciéon
y maduracién de un codgulo (79) (80). A su vez, las
microparticulas liberadas de las membranas de los GRs
durante los cuadros de hemdlisis tienen un fuerte po-
tencial procoagulante junto con los efectos protrom-
béticos de la hemoglobina y el hemo extracelular (61)
(81). Por otro lado, los GRs interactian directamente
con la fibrina/fibrin6geno y afectan la estructura, las
propiedades mecanicas y la resistencia litica de los coa-
gulos y los trombos (82). La visualizaciéon directa por
microscopia confocal y scanning electronico demuestra
que las concentraciones bajas de GRs se incorporan he-
terogéneamente en la red de fibrina, mientras que las
altas concentraciones se ordenan mas uniformemente.
El agregado de GRs conduce a la formacion de fibrinas
mas gruesas y modifica la viscoelasticidad del coagulo
incrementando el comportamiento viscoso respecto del
elastico (83).

Finalmente, los GRs adquieren en un coagulo una
forma de teselado que es un patrén repetitivo de figuras
geométricas poliédricas que encajan y cubren el plano
sin superponerse y sin dejar huecos. Se los denomina
poliedrocitos y se reconocen como un componente es-
tructural importante de los coagulos contraidos, produ-
ciendo una barrera impermeable que es muy importan-
te para la hemostasia y la curacion de las heridas (84).

Observaciones finales

Esta resena de los aspectos biofisicos de la reologia
de la sangre se ha concentrado en la importancia de
los GRs en el comportamiento de este fluido no newto-



niano. Se han descripto algunos modelos experimen-
tales in vitro que se pueden usar para medir la defor-
mabilidad de los GRs, en especial las alteraciones de la
membrana eritrocitica en las anemias hemoliticas he-
reditarias. La ectacitometria se considera actualmente
como una técnica util para estimar las propiedades de
la membrana, ya que caracteriza fundamentalmente
la deformabilidad de los GRs en términos de cambios
en la curva ID. Se describieron las alteraciones de la
deformabilidad de los GRs en trastornos metabélicos
y su influencia en las complicaciones concomitantes.
Aunque se ha logrado un enorme progreso, la com-
prension del papel de la deformabilidad de los GRs en
tales enfermedades estd lejos atin de ser completa. Se
han mencionado algunas pruebas que apoyan una re-
lacion causal entre la disfuncion adquirida de los GRs
y las morbilidades relacionadas con la perfusiéon que
complican las enfermedades graves. Todas ellas estin
afectadas por la inflamacion, el estrés oxidativo y el
control vascular disfuncional.

Muchos ensayos bioquimicos y biologicos tradiciona-
les, como la citometria de flujo, la extraccion de ADN
y la reaccion en cadena de la polimerasa, que propor-
cionan informacién de parametros multiples de las cé-
lulas, ya se han transferido a dispositivos microfluidicos
integrados (26). Se estan disenando nuevos sistemas
microfluidicos que deberian permitir observaciones de
alta velocidad y gran aumento del flujo que representen
bien la microvasculatura humana. Trabajos recientes se
han centrado en las células sanas y en algunas patolo-
gias, como la malaria y la anemia falciforme (85) (86).

El estudio de la hemorreologia es un campo abierto
que incluye otros aspectos que no han sido tratados en
este trabajo, tales como la respuesta de la sangre a flujos
pulsantes, su comportamiento viscoelastico y la interac-
cion del flujo con la elasticidad de las paredes de los
vasos. Es preciso desarrollar nuevas técnicas experimen-
tales y mejorar las simulaciones numéricas de los pro-
blemas para mejorar la comprension de estos efectos.
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