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Objetivos

Objetivo general

El objetivo de este trabajo es estudiar la dindmica de interaccién de componentes
de la sangre, en particular la fisica del proceso de agregacion eritrocitaria, por medio de
técnicas basadas en tecnologias que hacen uso de la luz. Se propone reconocer, caracterizar
y cuantificar factores determinantes del comportamiento reologico de la sangre, y al mismo

tiempo, ampliar el conocimiento sobre las técnicas aplicadas.

Objetivos especificos

e Estudio, evaluaciéon e implementacion de las técnicas de Biospeckle laser y transmi-

sion de luz para el estudio del proceso de agregacion eritrocitaria.

e Modelizar in vitro la composiciéon proteica del plasma sanguineo mediante solucion
fisiologica con proteina albtimina y distintas concentraciones de dextran, para ana-

lizar la incidencia en el fendmeno de agregacion.

e Analizar experimentalmente el proceso de interaccion celular eritrocitaria en dis-
tintas condiciones en el medio modelizado, estudiando el comportamiento de la

agregacion eritrocitaria con respecto a la variacion de dextran.

e Evaluar la obtencion de parametros conocidos referentes a la agregacion eritrocitaria

y la concepciéon de nuevos indices que aporten més informacion.

e Realizar un analisis cualitativo de los valores de los pardmetros de agregacion obte-
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nidos mediante las técnicas de Biospeckle laser y de transmision de luz.
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Resumen

La técnica 6ptica de BioSpeckle laser ha sido de gran utilidad en el estudio de mate-
riales biologicos que presentan algin tipo de actividad. Debido a que es una técnica no
destructiva y de alta sensibilidad, es empleada para el estudio de las propiedades del tejido
sanguineo. En el caso de esta tesina se la utilizara para la caracterizaciéon de la dinamica
en la agregacion eritrocitaria. Para validar los resultados obtenidos, se los compararan con
los parametros medidos mediante la técnica de transmision de luz, la cual es ampliamente
utilizada.

El estudio de la agregacion eritrocitaria es de gran importancia, ya que puede ser al-
terada por enfermedades como diabetes, hipertension, etc., y una detecciéon temprana de
una anomalia en la agregacion podria llevar a un rapido tratamiento para evitar la forma-
cion de trombos. Por eso, es de interés en Fisica Biomédica la obtencion de pardmetros
que permitan caracterizar la cinética de la agregacion, de manera rapida y sencilla.

Esta tesina estd enmarcada en las lineas de investigacion de los grupos de Fisica
Biomédica, y de Optica y Fotonica del Instituto de Fisica Rosario (IFIR-UNR). Los expe-
rimentos fueron llevados a cabo en el IFIR, con la colaboracion del Area Fisica y del Area
Quimica Analitica Clinica de la Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacia (UNR) para
el manejo de muestras biologicas.

El desarrollo de esta tesina comenzo6 por un estudio de las técnicas 6pticas a utilizar,
el empleo y cuidado a la hora de manejar material biologico, y los factores biologicos que
intervienen en el proceso de agregacién junto a los aspectos fisicos determinantes para
la descripciéon de este proceso. Por eso, en el primer capitulo se realiza una introduccion

a la técnica de Biospeckle laser, se introducen conceptos y términos biologicos relevan-
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Resumen VIII

tes al estudio, y se presentan distintos modelos de agregacion eritrocitaria. También, se
explica el interés del estudio de la agregacion de globulos rojos como un caracterizador
de patologias vasculares. Ademas, se describe brevemente la técnica transmision de luz la
cual es la mas empleada para este tipo de estudios. En el segundo capitulo se presenta el
método empleado para modelizar in vitro el medio de los globulos rojos, los dispositivos
experimentales para ambas técnicas y se definen los parametros para la caracterizacion
de nuestro fenémeno de interés.

En primera instancia se realizaron ensayos de prueba y optimizacion del dispositivo
a modo de aprendizaje, para el perfeccionamiento de las técnicas aplicadas. Una vez
dominadas las técnicas se realizaron las mediciones, cuyos resultados son presentados
en el tercer capitulo. Luego, en el cuarto capitulo se realiz6 un andlisis comparativo
de los parametros de agregacion de las técnicas aplicadas. Los estudios aqui aplicados
contribuyen al desarrollo de nuevas técnicas no invasivas basadas en Biospeckle laser para
mejorar el diagnostico de patologias vasculares, en particular, caracterizar la dindmica de

la agregacion eritrocitaria.



Capitulo 1

Introduccion

1.1. El fenémeno de speckle laser

La invencioén del laser permitié disponer de una fuente luminosa con un alto grado de
coherencia. Se observo que la mayoria de las superficies iluminadas con un laser presen-
taban una apariencia granular de naturaleza aleatoria, a este fenémeno se lo denomind
speckle [Jones y Wykes, 1989]. En un principio, el speckle fue considerado como un efecto
que degradaba las imagenes generadas con un laser. Con el tiempo, al ir profundizando en
su conocimiento, dejé de considerarse un problema para convertirse en la base de nuevas
técnicas de medicion.

El efecto speckle ocurre cuando una superficie épticamente rugosa es iluminada por
una onda de luz coherente. Es decir, en dicha superficie las diferencias de alturas entre
puntos vecinos son del orden o mayores que la longitud de onda de la luz incidente, la cual
es dispersada en direcciones aleatorias. El resultado de esta dispersiéon en un punto lejano
de observaciéon es un campo 6ptico resultante de las ondas difundidas por cada punto de
la superficie iluminada. De esta manera, se obtiene una distribucion espacial de puntos
claros y oscuros, producto de las zonas de interferencia constructiva o destructiva como
puede observarse en la Fig. 1.1.

Debido a alteraciones del elemento dispersor, como desplazamientos, giros y deforma-
ciones, la distribucion del campo 6ptico se modifica y puede ser aprovechada para estudiar

las caracteristicas de la superficie de dicho elemento [Goodman, 1975|. A causa de esta



propiedad de la distribucion de speckle, se desarrollaron numerosos métodos de medicion
de alta sensibilidad en superficies dispersoras. Entre estos métodos se encuentra la técnica
de Biospeckle laser, la cual se describira en la Sec. 1.1.3. Los desarrollos tecnolégicos, en
lo que respecta a sistemas de computos y de adquisicion de datos, y al desarrollo de al-
goritmos de procesamiento de senales, hicieron posible la aplicacion de camaras de video
conectadas a computadoras, que proveen capacidad para el almacenamiento y procesa-
miento de las imagenes adquiridas y la posibilidad de visualizar los resultados en tiempo

real.

Figura 1.1: Distribuciéon de speckle tipica.

1.1.1. Formacién de una distribucién de speckle

Segiin el principio de Huygens-Fresnel, al iluminar con una luz coherente una superficie
rugosa el valor del campo 6ptico en un punto de observacion estara dado por la sumatoria
de la totalidad de ondas elementales de cada punto dispersor de dicha superficie. Debido
al caracter aleatorio de la variacion de las alturas en la superficie rugosa, los valores
iniciales del campo complejo de las ondas elementales generadas también seran aleatorios.
Consecuentemente, el campo variara aleatoriamente para diferentes puntos de observacion.

La distribucién de speckle ocupa todo el espacio atravesado por la luz difundida y
puede ser observada interponiendo una pantalla, o proyectandola a través de un sistema
optico. Al primer caso se lo conoce como speckle objetivo, ya que depende de las carac-
teristicas globales de la superficie, y al segundo caso como speckle subjetivo, pues es el
sistema Optico el que condiciona las caracteristicas del speckle observado.

A continuaciéon se analizaré el caso del speckle objetivo, puesto que es la técnica de



nuestro interés.

Speckle objetivo

Al considerar una fuente de luz coherente de longitud de onda A, que ilumina una
superficie localizada en el plano xy, como se muestra en la Fig. 1.2, la amplitud compleja
Q(r) de la luz dispersada en el punto @ es la suma de las componentes elementales
dispersadas por toda la superficie. Dicha amplitud se puede expresar como [Jones y Wykes,
1989

21
0) = [ [[wste)esn | Gt doay, (1)
S

donde r es el vector posicion de los puntos @, 1. es una constante, S es la superficie
dispersora, w;(x,y) representa la amplitud compleja de la luz incidente en el punto de
coordenadas (z,y), £(x,y) es la altura de la superficie en dicho punto y G es un fac-
tor geométrico asociado con las direcciones de iluminaciéon y observacion, el cual puede
considerarse constante cuando @) esté lo suficiente lejos de la superficie dispersora.
Debido a la variacion aleatoria de &(x,y) en una magnitud del orden o mayor que
A, los términos de fase G £(x,y) también variaran aleatoriamente en el mismo orden de
magnitud. Por lo tanto, la amplitud resultante en el punto @) se describe por medio de
un conjunto de vectores de fase aleatoria, los cuales, al ser sumados en forma conjunta,
generan una amplitud resultante aleatoria. En consecuencia, la amplitud total varia entre
cero y un valor méximo, que se determina por la magnitud y la fase de las amplitu-
des individuales. A medida que cambia el punto de observacion, la amplitud resultante
y la intensidad asumirédn diferentes valores aleatorios, generandose de esta manera una

distribucion de speckle.
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Figura 1.2: Formacion del speckle objetivo.

Si se asume que el area iluminada es de dimensiones ¢y, X £y y cuyos limites son los
puntos P, y P,, como se indica en la Fig. 1.2, la diferencia de camino s entre los puntos
Py y P, al punto @, que se encuentra en las coordenadas (z, z), esta dada por:
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De manera analoga, para un punto adyacente @), que se encuentra en las coordenadas

(x + Az, z), se tiene que dicha diferencia de camino se expresa:

zlp 1@ n Azly

= (PQ — PQ )~ = 1.3
s=(PQ Q') ~ t35 P (1.3)
siendo la diferencia relativa de camino As entre Q) y Q"
Axl
As= =20 (1.4)
z

Para los puntos tales que As < A, las fases relativas de las componentes seran aproxima-
damente las mismas. En cambio, si:

. A.%'lo
N z

As

~ A (1.5)

las diferencias en las fases relativas seran lo suficientemente grandes tal que la intensidad
en Q' no esté correlacionada con la incidente en (). De esta manera, el tamano medio del

grano de speckle d;, para este caso se puede expresar por:

Az

dsp = E . (16)



En consecuencia, el tamano medio de los granos de speckle depende del drea iluminada
y de la posicion de la pantalla de observacion, pero no del sistema 6ptico utilizado para

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

1.1.2. Descripcion estadistica de la distribucion de speckle

Debido a la complejidad del estudio del speckle en condiciones generales se toman
las consideraciones del caso simplificado, donde el objeto dispersor y la luz dispersada

verifican las siguientes condiciones |[Goodman, 1975; Kreis, 1996]:

e El ntamero de elementos dispersores que contribuyen a la formacion del speckle es

muy grande y del mismo orden de magnitud para todos los puntos de la distribucion.

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

aleatorias independientes entre si.

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

o6pticamente rugosa.

e La luz utilizada es monocromaéatica.

La luz difundida esta polarizada linealmente.

En estas condiciones, la distribucién obtenida se denomina speckle completamente
desarrollado. Si las condiciones citadas anteriormente no se cumplen en su totalidad, las
propiedades de la distribucién se alteran dando lugar al speckle parcialmente desarrollado.
Las propiedades de este ultimo se estudian como desviaciones del comportamiento ideal
del speckle.

En base a las condiciones previamente enumeradas, Goodman dedujo que el speckle

completamente desarrollado tiene una distribucién de intensidad y de fase descripta por



las siguientes funciones de densidad de probabilidades [Goodman, 1975]:

A exp [—L } 51 I>0
o [Feolh

0 en cualquier otro caso,

(1.7)

{ % st Y € [—m, 7]

0 en cualquier otro caso.

Por lo tanto, la distribuciéon de intensidad del speckle obedece a una ley de probabilidad
exponencial negativa mientras que su fase presenta una distribucién uniforme. Esta es-
tadistica de primer orden permite explicar las grandes variaciones de intensidad que se
observan en una distribucién de speckle.

Para determinar el grado de desarrollo de una distribucion de speckle, Goodman defini

el contraste de speckle v como [Goodman, 1975]:
V= . (1.8)

siendo o; la desviacion estandar de la intensidad. El valor de contraste para un speckle
completamente desarrollado es uno.
Del anélisis de la estadistica de segundo orden de una distribucion de speckle, se obtiene

la funcion de autocorrelacion Ry de la intensidad I(x,y) la cual se define [Lehmann, 2001]:
Rp(z,y, 2+ Ar,y + Ay) = (I(z,y)[(z + Az,y + Ay)) . (1.9)

La distancia entre dos puntos que minimice a R; indicara el tamano promedio del grano de
speckle, ya que ambos puntos tendran intensidades y fases independientes. Considerando
el caso de speckle objetivo, formado por un area £y x £y iluminada uniformemente y con

una distancia z desde la superficie dispersora al plano de observacion, el tamano de grano



obtenido para el primer minimo de R; es:

dsp = Az = /;—j ) (1.10)
que es igual al resultado obtenido anteriormente en Ec.1.6.
Para quien desee profundizar en el tema en el Apéndice A se desarrolla con mayor
detalle la estadistica de primer y segundo orden de la distribucion de speckle.
A continuacion, en las Sec. 1.1.3 y 1.1.4 se describen las técnicas de Biospeckle laser y

transmision de luz, respectivamente, que son los métodos de medicién empleados en este

trabajo de tesina.

1.1.3. Técnica de Biospeckle laser

Cuando la luz laser que da lugar a una distribuciéon de speckle es dispersada por
objetos que muestran algin tipo de actividad, como por ejemplo una muestra biologica,
la apariencia visual del patréon es similar a la de un liquido en ebullicién. Este efecto se
denomina speckle dindmico y es causado por variaciones en la fase de la luz producidas
por los movimientos de los centros de dispersion [Briers, 1978|, cambios en el indice de
refraccion, etc.

El speckle dinamico, al ser empleado para estudiar materiales biologicos se lo deno-
mina "Biospeckle"(en inglés BioSpeckle Laser o BSL), que fue empleado por primera vez
por Asakura, al presentar una aplicacion factible para el control del flujo sanguineo [Asa-
kura, 1988|. Diversos trabajos recientes han incursionado en la técnica de Biospeckle para
caracterizar la dindmica de sistemas biologicos [Ansari y Nirala, 2015; Braga et al., 2017,
Cardoso y Braga, 2014; White et al., 2011]. El registro digital de la evolucién temporal
de las distribuciones de Biospeckle y su posterior analisis numérico permite hallar una
correlacion entre la actividad detectada con los cambios en el funcionamiento biolégico de
células y tejidos [Rabal y Braga, 2009].

La eleccion de un conjunto determinado de algoritmos para caracterizar la dinamica

de los sistemas biologicos esta dada por la naturaleza de la senal registrada. En el caso



de un material homogéneo, donde la actividad esta distribuida uniformemente en toda la
muestra, se prefieren los métodos numéricos estadisticos. Por el contrario, para el caso de
materiales no homogéneos, en los cuales la actividad esta localizada en diferentes regiones
de la muestra, los métodos de procesamiento de imégenes han mostrado mayor eficiencia
para interpretar la actividad de la muestra [Rabal y Braga, 2009]. Se ha reportado el
uso de técnicas basadas en BSL en diversas areas tales como evaluacion de la capacidad
germinativa y la humedad de semillas, el control de maduraciéon de frutos, la determina-
cién de densidad vascular funcional, la quimiotaxis y la motilidad de microorganismos,
deteccion de hongos y el estudio de circulaciéon sanguinea microvascular [Ansari y Nirala,
2015; White et al., 2011|. Recientemente, se presentaron técnicas basadas en BSL en las
cuales es posible caracterizar la agregacion eritrocitaria en sangre. [Toderi et al., 2020;
Yeom y Lee, 2015]. Particularmente, en este trabajo de tesina se estudi6 la agregacion
eritrocitaria en un medio simil a la sangre humana empleando la técnica BSL. Ademas,
los resultados obtenidos se compararon con la técnica de transmision de luz [Toderi et al.,

2017|, la cual describiremos brevemente a continuacion.

1.1.4. Técnica de transmision de luz

Como se menciond anteriormente, la manera en que la luz se comporta al incidir en un
medio brinda gran cantidad de informacion sobre lo que esta ocurriendo en el mismo. La
luz puede ser absorbida, dispersada o, si es un medio transparente, transmitida. Cuando
se trabaja con materiales transparentes o semitransparentes, la transmision de la luz se
puede considerar como una doble refracciéon. Por ejemplo, en un vidrio la luz sufre una
primera refraccion al pasar del aire al vidrio, sigue su camino y vuelve a refractarse al
pasar de nuevo al aire. Si después de este proceso el rayo de luz no es desviado de su
trayectoria se dice que la transmision es regular. Si se difunde en todas direcciones, como
en los vidrios traslicidos, tenemos el caso de la transmision difusa. Y si predomina una
direccion privilegiada tenemos la transmisiéon mixta, como ocurre en los vidrios orgénicos
o en los cristales de superficie labrada. Debido a su simplicidad, la técnica de transmision

de luz (TL o en inglés Light Trasmission) ha sido ampliamente utilizada para estudiar



diferentes materiales, tanto biologicos [De Paepe et al., 2008; Helle L. Nielsen y et al, 2000;
Schmid-Schénbein et al., 1972] como no biolégicos [Putra et al., 2017]. En el campo de la
biologia, una de sus principales aplicaciones es la evaluacion de la interaccion eritrocitaria
[Baskurt y Meiselman, 2009; Toderi et al., 2017]. En estos casos se estudia un silectograma
[Brinkman et al., 1966], el cual es un grafico que muestra la variacion de intensidad de
luz transmitida en funciéon del tiempo (ver Fig. 1.3). Los parametros caracteristicos que

brinda un silectograma se definirdn en la Sec 2.3.1.

Intensidad de Luz

Tiempo

Figura 1.3: Ejemplo de silectograma tipico para una muestra con dextran al 0,44 representando la
intensidad de luz (registrada por algiin medio en unidades arbitrarias) en funcion del tiempo.

1.2. El fenémeno de agregacion de glébulos rojos

Los globulos rojos (GR), también conocidos como eritrocitos, son células que compo-
nen en un 40 % el tejido sanguineo. En varones normales cada milimetro ctubico de sangre
contiene aproximadamente 5.000.000 de GR, mientras que en mujeres normales esta can-
tidad es de aproximadamente 4.200.000 [Dacie y Lewis, 2012]. Los GR normales, como se
ve en la Fig. 1.4, presentan la forma de discos biconcavos que tienen el didmetro medio

de 7,8um y un espesor de 2, 5um en su punto mas grueso y 1lum en el centro.



7,5 pm

2,5 pum

Vista cenital Vista transversal

Figura 1.4: Esquema del GR mostrando sus dimensiones y su caracteristica forma bicéncava [Toderi,
2020].

En la membrana del GR las proteinas cumplen funciones biologicas importantes: con-
trolan la morfologia de la célula, los mecanismos de transferencia y las actividades enzima-
ticas [Berk y Hochmuth, 1992|. Particularmente, las sialoglicoproteinas por su terminal de
acido siélico confieren cargas electronegativas al GR, e inducen la repulsion electrostatica
intereritrocitaria manteniéndolo monodisperso [D’Arrigo, 2000|. En la Fig. 1.5 se presenta
la agregacion en una geometria plana de dos dimensiones. Estas estructuras son llamadas
rouleaux y pueden formar estructuras tridimensionales bajo condiciones apropiadas [Co-
kelet y Goldsmith, 1991]. La formaciéon de rouleauz de mayores tamanos depende de las
fuerzas de atraccion y repulsion entre células, descriptas en la Sec.1.2.3, y factores como
la geometria del espacio disponible como puede verse en la Fig. 1.5.

Es conocido que la agregacion de GR involucra fuerzas de atraccion relativamente
débiles [Neu et al., 2003; Skalak y Zhu, 1990]. Por lo que los agregados son disociados
en estructuras més pequenas o células individuales por la aplicacion de fuerzas debidas
al flujo del fluido (torrente sanguineo). Por lo tanto, la agregacion eritrocitaria, es un
proceso reversible debido a que los agregados se reconstruyen al entrar en estasis* una vez
ausentes las fuerzas externas de corte. Mediante diversas técnicas se definen los indices de

agregacion eritrocitaria, los cuales son especificos a la suspension celular.

*Estasis: se hace referencia al estado de los GR con respecto a su medio, es decir, que se encuentra
libre de flujo.
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Figura 1.5: Imagen obtenida al fotografiar una concentracion de 0, 1 %% de GR en plasma en estasis*
m vitro.

1.2.1. Componentes y determinantes de la agregacién en glébulos
rojos

El fenébmeno de agregacion en sangre en estasis esta asociado con la carga eléctrica
en la superficie de los GR y el apantallamiento de la misma debido a las particulas
suspendidas en su medio (el plasma sanguineo) [Seaman, 1975]. En los GR este tipo de
comportamiento también se puede obtener cambiando el medio mediante la suspension
de polimeros solubles de alta masa molecular tales como dextran [Buxbaum et al., 1982;
Flormann et al., 2016; Wagner et al., 2013|. Sin embargo, la agregacion no ocurre en
soluciones salinas como la solucion fisiologica o el buffer fosfato salino (PBS, a pH 7,4, 295
mOsmol/kg ). Esto se puede observar en la Fig. 1.6 (a) donde se muestran GR suspendidos
en PBS con albimina al 1 % T. Por otro lado, los GR suspendidos en plasma (Fig. 1.6 (b))
o dextran (Fig. 1.6 (c)) si forman rouleauz. Con esto se ve la importancia de las proteinas
presentes en el plasma, las cuales son las encargadas de establecer las ligaduras entre los

GR y como el dextran genera un efecto similar.

fSe adiciona albtimina sérica humana para evitar la crenacion de los GR, producto del contacto con
el vidrio del portaobjeto (efecto vidrio [Londero et al., 2016]).
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(@) (b) ©

Figura 1.6: Imégenes obtenidas al fotografiar GR, (a) en una solucién de albtimina al 1%¢;, (b) en
plasma y (c) en una soluciéon con albtumina y dextran al 4 %%.

1.2.2. Importancia de la carga superficial del glébulo rojo

Una suspension de GR en un medio fisiologico constituye un estado estable o metaes-
table que se puede esquematizar como la resultante de la accion de dos tipos de fuerzas
opuestas: las fuerzas cohesivas, que tienden a atraer las células, y las fuerzas repulsivas,
que tienden a separarlas. Estudios previos demuestran que los GR se comportan como
particulas cargadas eléctricamente con caracteristicas anionicas [Seaman, 1975|. El origen
de esta carga esta ligado principalmente a la presencia en la superficie de grupos carbo-
xilicos de los acidos sidlicos unidos a las glicoproteinas de membrana, constituyendo el
glicocalix [Chien y Sung, 1987; Seaman, 1975]. Todos los GR son portadores de la misma
carga, lo que genera en suspension salina una fuerte repulsion entre células como se ob-
serva en la Fig. 1.6(a). En tal sistema, a nivel de la interfaz solido-liquido, existe una fase
de contacto caracterizada por la presencia de moléculas ionizadas en la que los efectos son

modulados por movimientos brownianos.

1.2.3. Modelizacién de la agregacién eritrocitaria

En el estudio del fenémeno de agregacion eritrocitaria, el factor a considerar es la
distancia media que separa las particulas en suspension, la cual es modificada por procesos
inmunologicos y por alteraciones de naturaleza puramente fisicoquimica. La suma de
estos acontecimientos es lo que determina la formacion de los agregados. Una suspension

estable de eritrocitos es la conjunciéon de dos fuerzas, las de repulsion ligadas a la carga
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electrostatica del GR y las fuerzas de cohesion ligadas a la tension superficial entre los

eritrocitos y la presencia de ligandos* [Van Oss y Absolom, 1983].

Modelo de doble capa difusa y el potencial zeta (()

El modelo de doble capa se utiliza para visualizar el entorno o atmosfera iénica que se
forma en las proximidades de un GR, debido a su carga negativa, y ademés para explicar
el funcionamiento de las fuerzas de repulsion eléctricas [Seaman, 1975].

En este modelo existen iones positivos que son atraidos por la carga negativa del
GR, y se adhieren al mismo, formando asi lo que se conoce como capa Stern. A su vez,
existen otros iones positivos que son rechazados por dicha capa, pero al mismo tiempo son
atraidos por la carga negativa del GR. Este sistema de iones que son atraidos y repelidos
genera un equilibrio dinamico formando una capa difusa de carga neutra. En dicha capa,
la concentracion de iones disminuye a medida que se aumenta la distancia a la superficie

del GR |Gramhame, 1947; Ruhenstroth-Bauer, 1965], como se puede ver en la Fig. 1.7.

@ s ® &

e @® e Capa superficial
semmmme negativa

® < ® +- 7N Capa de Stern
y - @

‘ ___Pla.no de
desplazamiento
@

®§@'

--------

A

. - + 1 ‘l: :

® -;:-.@o .@« @ B Potencial

+ . I SO superficial
® N I Potencial

© = otV de Stern

Figura 1.7: Distribucién de iones alrededor del GR. Se observa una capa compacta de iones absorbidos
y una capa difusa mas externa [Toderi, 2020].

Denominacién que recibe una molécula capaz de interaccionar con un receptor de membrana.
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Se crea entonces una diferencia de potencial entre el medio y la nube de contraiones®
que rodea al eritrocito originando el potencial zeta ¢ [Stratton et al., 1973], el cual se

expresa:

¢= ; (1.11)

siendo zp = ;f—g; la distancia de Debye-Hiickell y L = %ZZ?C’Z» la fuerza iénica
[Moelwyn-Hughes, 1961], € la permitividad eléctrica del medio y o la densidad superficial
de cargas. Para quien desee profundizar en el tema, puede encontrar en el apéndice B.1
la obtencion del potencial (.

La agregacion, que es un proceso reversible, requiere la presencia de factores extra-
celulares e intracelulares. Una modificaciéon en cualquiera de estos factores lleva a una
modificacién de ¢ y, en consecuencia, a un cambio en el patron de agregacion. Siendo la

agregacion mas probable cuanto més débil sea el potencial (. Como consecuencia, este

potencial puede disminuir en tres circunstancias [Pollack et al., 1965]:

1. Reduccioén de la carga eléctrica superficial o: Se incluyen en esta categoria los efectos
debidos a la fijacion de ligandos (fibrindgeno, anticuerpos, etc.) o la pérdida de 4cido

sidlico de los GR (por enzimas proteoliticas, alteraciones patologicas, etc.).

2. Modificaciéon de la constante dieléctrica del medio de suspension e: Variacion que
puede introducirse por ejemplo mediante la modificacion del contenido de moléculas

en el medio.

3. Variacién de la fuerza i6nica del medio de reaccién L: Estos efectos se basan sobre

todo en la modificacion de la composicion iénica del medio [Chien y Sung, 1987].

Baséndose en estos argumentos es posible modelizar las reacciones de agregaciéon y mo-
dificarlas artificialmente. A continuaciéon se describen los dos modelos de agregacion eri-
trocitaria mas empleados actualmente, los cuales se basan en el potencial zeta (() y la

distancia de Debye-Hiickel (xp), y que se utilizaron para analizar los resultados obtenidos.

$Un contraion es el ion que acompana una especie iénica y mantiene la neutralidad eléctrica. En la
sal de mesa, el cation sodio es el contraion para el anion cloruro y viceversa.
1La distancia de Debye-Hiickel es el tamaiio de longitud de la capa difusa.
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1.2.4. Teoria de Depletion y modelo de Bridging

La agregacion eritrocitaria es un proceso inducido por macromoléculas, tales como el
fibrin6geno y algunos expansores de plasma como el dextran. Existe una diferencia fun-
damental entre ellas, por ejemplo, a medida que el fibrin6geno aumenta en concentracion,
éste favorece la formacion de rouleaux; sin embargo, un incremento de dextran genera un
méaximo de formacion de estructuras del cual al superar esta concentracion se disminu-
yen los aglomerados de células [Buxbaum et al., 1982; Flormann et al., 2016|, como se
puede ver en la Fig. 1.8. Para abordar la dindmica macromolecular que interviene en el
proceso de agregacion eritrocitaria, consideraremos dos enfoques, la teoria de Depletion
o agotamiento, y el modelo de Bridging o puente. Este tultimo, considera la absorcion de
macromoléculas en la membrana del GR. Por otra parte, la teoria de Depletion implica
efectos coloidales. En este caso, la exclusion de macromoléculas suspendidas entre dos
eritrocitos adyacentes crea un gradiente osmotico que reduce el grado de hidratacion de

la superficie de los GR y facilita el contacto de las membranas proximas.

T T T

T

Cantidad de agregados

Cy Ca Cs Cy Cs
Concentracion

Figura 1.8: Curva de concentracion de macromoléculas versus cantidad de agregados. Las macromo-
léculas azules corresponden al eritrocito de la izquierda y las verdes al de la derecha. En el punto en
que existe un 50 % de ocupacién en cada célula, se puede inferir que la energia de interaccion esta en un
méaximo [Toderi, 2020].

Teoria de Depletion.

Para este desarrollo se considera un medio en el que hay esferas pequenas rigidas,

macromoléculas en el caso de la sangre, y dos grandes discos o esferas, los GR. En este
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modelo, el centro de masa de las esferas mas pequenas no se puede acercar a la superficie
de los cuerpos grandes a una distancia menor que el radio de dichas esferas pequenas. Asi
se obtiene un volumen alrededor de los cuerpos grandes denominado capa de agotamiento.
Cuando estas capas se superponen se obtienen zonas “prohibidas”, como se muestra en la
Fig. 1.9. Las macromoléculas no pueden ocupar este volumen que se convierte en una fase
de solvente puro. De esta manera, para llegar al equilibrio surge una fuerza equivalente a
la presion osmotica de la soluciéon de macromoléculas, que actiia en la superficie exterior

de los cuerpos grandes que origina la atraccion mutua [Asakura y Oosawa, 1958].

o a5

(]

o
Capade
O () agotapmiento

°¢
(%)
o

(#)
Macromoléculas ©
()
o

o
(]

Zona prohibida

Figura 1.9: Se observa la existencia de una zona de solvente puro (color negro) entre los GR, las
macromoléculas (color azul), las capas de agotamiento (color amarillo) de ambas células [Toderi, 2020].

Para este caso, se tienen en cuenta elementos de mayor complejidad como la capacidad
de compresion de las macromoléculas cuando estan cerca de una interfaz [Vincent, 1990].
Ademas, las macromoléculas también pueden penetrar el glicocalix del eritrocito alterando
el efecto atractivo originado por las moléculas exteriores [Neu et al., 2003].

Teniendo en cuenta los factores mencionados, se escribe la energia de interacciéon atrac-

tiva de la siguiente manera:
d
wp = —2I1 A—§—|—5gl—p , (1.12)

siendo A el grosor de la capa de agotamiento, d la distancia entre las caras adyacentes, dy
el grosor del glicocélix y p la distancia de penetracion. Tanto la presiéon osmoética II como
la capa de agotamiento A y la distancia de penetracion p dependen de la concentracion de
la masa del polimero c5. En consecuencia, wp es funcién de cb. Para quien este interesado

en el tema, puede profundizar dicha relacion en el apéndice B.2.
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Por otro lado, si consideramos la energia electrostatica de interaccion intercelular wg,
cuyo desarrollo se encuentra en el apéndice B.2, la energia total de interacciéon por unidad

de area de la superficie celular para dos GR agregados esta dada por:
wr = wp + wEg. (1.13)

Debido a la dependencia de wp de la concentraciéon de la masa del polimero ¢} y que
wg solo depende de la distancia entre células, esta teoria permite explicar de manera
simplificada el comportamiento de tipo campana de la Fig. 1.8, debido a que los cambios
en la energia de interaccion total son replicados en la agregacion de los GR. A mayor

modulo de wr mayor agregacion y viceversa.

Modelo de Bridging

El modelo de Bridging sostiene que las macromoléculas filamentosas, como el fibri-
noégeno, promueven la agregacion al interponerse entre los eritrocitos formando puentes
entre sus membranas, que reducen la repulsion electrostatica de las células. El marco teo-
rico de la fisica de adhesion celular se puede aplicar de manera general sin referenciar un
mecanismo molecular especifico y se centra en la formacion del enlace [N’Dri et al., 2003;
Zhu, 1991]. La fuerza de agregacion f,, por unidad de longitud de la membrana celular

es:

fag:fene§7 (1'14)

siendo X la distancia entre células, [ la distancia de estiramiento, n, la densidad de enlaces
por célula y f. la fuerza asociada a cada uno de los enlaces. Dichos enlaces, al comportarse

como resortes que se estiran, permiten determinar la fuerza f, como:
fo = ke(l—lo). (1.15)

La fuerza intermembrana, debido al entrecruzamiento de moléculas, es gobernada por
ecuaciones de reaccion, con tasas que dependen de la distancia entre las membranas. El
término de reaccion para una célula se calcula sobre todas las demés células, obteniendo
la distancia minima entre células vecinas. Si esta distancia es menor a cierto umbral, el

par formara un enlace. La reaccién depende de la variacion temporal de n., para esto se
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aplica este marco teodrico en simulaciones numéricas [N'Dri et al., 2003|, lo que permite
explicar de manera intuitiva el comportamiento de tipo campana para la formaciéon de
agregados en presencia de macromoléculas que se aprecia en la Fig. 1.8. Si las superficies
de los eritrocitos tuvieran “ocupados” todos los puntos de vinculo, no podria generarse un
enlace hacia la otra célula. Por lo que es razonable pensar que el punto 6éptimo ocurrira
cuando ambas células tengan media ocupacion de los puntos de vinculo en sus membranas.
La suposicion que sustenta este razonamiento es que ambas células agregadas contribuyen
en igual namero de moléculas a la formaciéon del enlace, lo cual podria limitar en cierta
forma el modelo a su ajuste empirico.

Los fenémenos de Depletion y Bridging pueden coexistir en sistemas coloidales varian-
do la concentracion de los elementos més pequenos, en nuestro caso las macromoléculas
[Fantoni et al., 2015]. Como se ha mencionado, de acuerdo al modelo de Bridging, la si-
tuacion Optima para la formacion de agregados se encuentra en ocupaciones medias para
cada célula. Cuando la concentraciéon de macromoléculas es mayor, las superficies de los
GR se vuelven neutrales ya que poseen ocupados todos sus puntos de vinculo, y una capa
de agotamiento puede formarse llevando a las células a acercarse y formar agregados. El
fenémeno de Depletion puede ocurrir sin necesidad de tener Bridging al 100 % debido a

la presion osmotica de las macromoléculas, y es por esto que ambos fendémenos coexisten.
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Capitulo 2

Materiales y metodologia

2.1. Material biolégico

Para realizar las mediciones correspondientes se utilizaron muestras de sangre huma-
na, las cuales fueron extraidas y procesadas en el Area Quimica Analitica Clinica de la
Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacia (FCByF), de la Universidad Nacional de
Rosario (UNR). Se siguieron los protocolos y normas de Bioética y Seguridad establecidas
por la FCByF. La extraccion de la sangre se realizd mediante puncién venosa y anticoa-
gulada con EDTA*. Las muestras fueron conservadas a 4°C' hasta su utilizacion dentro de

las 24 horas de extraidas.

2.1.1. Muestras de glébulos rojos

Para la obtencion de GR, se centrifugo la sangre extraida mediante la centrifuga (Pa-
ralwall Model PWL 12T) durante 5 minutos a 2500 rpm y a 25°C. Luego se extrajeron
los GR mediante una pipeta automatica de volumen variable, descartando asi el plasma
y la capa leucoplaquetaria.

Para el tratamiento de las muestras se emplearon: tubos de plastico contenedores,
guantes de latex, micropipetas automaticas de volumen variable Boeco de capacidades

méaximas 1000uL, 200uL, y 50uL, portaobjetos de vidrio comunes (B&C Germany de

*EDTA: es un anticoagulante empleado para la conservacion de las muestras de sangre.
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75 x 25mm? ).

Luego, para la observacion y adquisicion de las imagenes digitales de los GR y la
formacion de rouleauz se emple6 un Microscopio Optico Biologico Boeco (BM-117) con
camara Arcano de 5Mp incorporada. Con este sistema de adquisiciéon se obtuvieron las
fotografias de GR con hematocrito del 2% en distintos medios de suspensién que se
observan en la Fig. 3.1.

Los rangos fisiolégicos normales de hematocrito’ varfan con la edad y el sexo de la
persona. Los valores normales en hombres adultos varian del 42 % al 54 %, mientras que
en mujeres adultas estos valores varfan del 38 % al 46 % [Kasper et al., 2011]. Para las
distintas etapas de trabajo se prepar6 un hematocrito del 40 %, a modo de replicar la

composicion promedio fisiologica natural de la sangre humana.

Tratamiento con dextran

Para reemplazar el plasma sanguineo se prepard un medio de suspension (MS) mez-
clando PBS, EDTA (0,056 %) y albtimina (BSA Sigma) al 1 %. Para inducir la formacion
de agregados de eritrocitos, se utilizo dextran 500 (500kDa de peso molecular) [Neu et al.,
2008|. Se prepar6 una solucion principal de dextran al 10 % en PBS y se mezclo con el
MS para constituir soluciones de dextran a 0,24, 0,45, 0,8% y 1,24. Posteriormente,

se prepararon suspensiones de GR en estos medios de dextran junto con una muestra de

control sin dextran. Finalmente, estas muestras se analizaron con las técnicas de BSL y

TL.

2.2. Técnica de Biospeckle laser

El dispositivo experimental utilizado para analizar las muestras por medio de la técnica
de BSL se puede ver esquematizado en la Fig. 2.1, donde se observa el laser He-Ne (A =
632, 8nm, 60mW, Melles Griot) empleado para iluminar la muestra, cuyo haz atraviesa
un atenuador dimmer para ajustar la intensidad del laser. Luego, se coloca una lente

expansora de 10x, y se filtran las altas frecuencias con un filtro del tipo pinhole con el fin

fSe denomina hematocrito al porcentaje del volumen total de sangre que esta compuesta por GR.
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de homogeneizar la fuente luminica. Posteriormente, el haz es reflejado por el espejo 1 y es
redireccionado hacia el chip 6ptico (soporte fisico para la muestra de suspension de GR,
ver Fig. 2.2 ). El chip 6ptico se coloco en un plano horizontal nivelado en superficies para
asi obtener una distribucion més homogénea de los GR dentro de la muestra. Finalmente,
el espejo 2 permitié la observacion del haz dispersado hacia adelante, obteniendo una
imagen de BSL. Los datos fueron registrados con una video camara (Dalsa modelo CA-
D6, 100um? por pixel) controlada externamente por un frame grabber (Coreco Imaging
PC-DIG) ubicado dentro de una computadora, el cual digitaliza las imagenes adquiridas
por la camara en 256 niveles de gris (8 bits) con una resolucion de 256 x 256 pixeles. Para
evitar interferencias de vibraciones mecéanicas externas el sistema se mont6 en una mesa

Optica antivibratoria Melles Griot.

Camara

Espejo 2

Muestra
de GR

=

Filtro Pinhole
Dimmer II

-ty

Lente i
expansora Espejo 1

Figura 2.1: Esquema del dispositivo experimental BSL.

2.2.1. Procedimiento, adquisicién y procesamiento de datos

Antes de iniciar las mediciones, se hacia funcionar el laser por 10 minutos aproxi-
madamente para que la intensidad de su salida se estabilice, de forma de minimizar las
variaciones de intensidad. Posteriormente, se inicio6 el software que controla la camara de
video, y se fijo la frecuencia de adquisicion en 8 imagenes por segundo (8 fps). Para realizar
las mediciones se llen6 el chip 6ptico con 15uL de la suspension de GR. Posteriormente,

se desagrego la muestra mediante agitacion con la punta de la micropipeta por 1 minuto y

21



se la dejo reposar. Finalmente, se adquirieron 2000 imagenes de BSL durante 250s. Para
el analisis de los datos se empled un software propio, el cual crea una matriz 3D del mapa

de niveles de grises, con la que se trabajara para hallar los pardmetros de agregacion.

Receptaculo

Camara de acido

polilactico(PLA) Base de

acrilico
transparente

Figura 2.2: Esquema del chip 6ptico empleado como soporte fisico de las muestras [Toderi, 2020].

2.2.2. Definicion de los parametros de agregacion

Para el estudio de la dinamica de la distribuciéon de BSL se utilizaron los siguientes
parametros: Intensidad Media (I), Coeficiente de Correlacion C'C, Momento de Inercia

IM, y Tamano de grano de speckle d,.

Intensidad Media

La Intensidad Media (I(T)) para el frame T se obtiene evaluando el promedio ma-
tematico de los elementos de la matriz tridimensional I(z,y,T), con © = 1;2;...; M,

y=1,2;...; N,y 1=1;2;...;2000, es decir:

1 M N
U) = 3p 30 D Hmyn, )., 1)
=1n=1

m

en nuestro caso M y N, representan el nimero de filas y columnas respectivamente, ambos

con valor de 256.
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Coeficiente de Correlacion

Se define el Coeficiente de Correlacion CC(T¢, T) entre imagenes como |Federico et al.,

2006:
{(I(10)I(1)) — ((70)) {L(T1))

\/(<1'2(To)> — {I(70))*)(L2(1)) = (L(T))*)

donde () denota el valor medio. Este coeficiente proporciona una comparacion cuantitativa

CC(TOa T) =

, (2.2)

de la similitud de cada distribucion de BSL, correlacionando I(T) de la serie temporal, con
respecto a I(Tg), correspondiente al frame T elegido como estado de referencia. Ademas, la
grafica de C'C(70, T) en funciéon del namero de frame proporciona una medicion cualitativa
de la dinamica del proceso bajo analisis. Por lo que, este indice esté relacionado con el

movimiento de los GR en la muestra.

Momento de Inercia

Para calcular el Momento de Inercia I M es necesario construir el “Time History Speckle
Pattern” (THSP) [Oulamara et al., 1989 y la Matriz de Coocurrencia COM [Arizaga
et al., 1999]. El THSP almacena la variacion de la intensidad de cada pixel a través del
tiempo y esta representada por una imagen donde la coordenada vertical “a” corresponde
a cada pixel (z,y) y la horizontal “1” a cada frame de la coleccion. El valor de intensidad
del punto de coordenadas (a, T) es el valor del pixel a en el frame T como se observa en la
Fig. 2.3. E1 THSP permite apreciar evoluciones temporales de mayor o menor actividad,
en funcion de la continuidad de las lineas horizontales en su expresion grafica. Las lineas

son formadas cuando un pixel no varia su valor de intensidad a lo largo del tiempo.
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Frames de la coleccidon de biospeckle

>
>

Figura 2.3: Ejemplo del THSP construido a partir de los pixeles de una linea vertical. Cada fila
representa la evoluciéon temporal de la intensidad del pixel correspondiente.

En este trabajo de tesina, los puntos que constituyen el T"HSP fueron seleccionados
aleatoriamente, basado en una distribucion gaussiana en 2 dimensiones alrededor del pixel
central de las iméagenes de la matriz de BSL, como se ve en la Fig. 2.4. Esta seleccion se

realiza para cada coleccion de imagenes.

50 100 150 200 250

Figura 2.4: Distribucion gaussiana para 256 pixeles (circulos blancos) elegidos aleatoriamente alrededor
del centro de la imagen, utilizados para construir el THSP.

Se define como C'OM a la matriz que permite evaluar la dispersion de pixeles consecu-
tivos en el THS P, representando un histograma de transicion de intensidades. La matriz
COM esta compuesta, en nuestro caso, por 256 filas y 256 columnas, siendo la fila 1 el
nivel de gris 0 y la fila 256 el nivel de gris 255, de manera analoga para las columnas. El
valor de cada elemento de la matriz COM (i, j) representa el ntiimero de veces que un nivel
de gris i es seguido inmediatamente por un nivel de gris j. Se presenta en la Fig. 2.5 (a)

un ejemplo de COM en 2D, donde la variacion de color representa el nimero de ocurren-
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cias consecutivas de cada elemento, y en la Fig. 2.5 (b) se lo presenta en 3D para que se

puedan apreciar, con mayor facilidad, la variacion de los valores de cada elemento de la

COM.
xlO4
3,5
4
x10
50 3 3,5

100

150

200

Numero de ocurrencias consecutivas

250

50 100 150 200 250
J

Figura 2.5: Matriz de Coocurrencia (COM) calculada a partir del THSP con seleccién de distribucion
gaussiana: (a) en 2D y (b) en 3D.

Los puntos de la COM se distribuyen a lo largo de la diagonal principal de la matriz,
lo que indica la actividad de la muestra. Esta actividad, se atribuiria al movimiento brow-
niano de las células aisladas, a la formacion de agregados y al proceso de sedimentacion.
De manera visual, cuanto mayor es la actividad, mayor es la dispersion alrededor de la
diagonal principal. Esta dispersion puede cuantificarse por el Momento de inercia I M,

que se define como:
255 255

COM(i,5) 12
IM=3) > —— = li—jl, (2.3)
=0 5=0

siendo Norm la suma de todas las coocurrencias [Moreira, 2013].

Tamano de grano de speckle

Para realizar una estimacion del tamanio de grano de BSL se calcula la funcién de
autocovarianza normalizada de la distribucion de intensidades registrada en la matriz 3D
para cada frame. Este método utiliza la funciéon de autocorrelacion de la intensidad que
proporciona una medida del radio promedio de un grano de speckle [Piederriére et al.,

2005], el cual nos permite comparar la diferencia en las intensidades de dos puntos distin-
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tos, por ejemplo (z1,y1) y (2,y2) en un dado frame. Para esto emplearemos la funcion
de autocorrelacion de la intensidad Rj(z,y) definida anteriormente por la Ec. 1.9, de es-
ta manera podemos expresar la funciéon de autocovarianza normalizada de la intensidad,

AC(z,y) como:

AC(.%' ): R[(.T,y) - <I($,y)>2 .
’ (I(z,9)%) = (I(z,9))*

Segiin el teorema de Wiener-Khintchine, la funcién de autocorrelacion esta dada por

(2.4)

la transformada inversa de Fourier F'T~! de la densidad espectral de potencia (en inglés

Power Spectral Density o PSD) que se expresa como |Piederriére et al., 2004]:
PSD(vz,vy) = |[FTI(z,y)]*, (2.5)

donde F'T es la transformada de Fourier. De esta manera, AC(x,y) calculada a partir de

la distribucién de BSL resulta:

FTY|FT (I(z,y)) ] — (I(z,y))?
(I(2,)2) — (I(z,y))’

donde, AC(x,0) y AC(0,y) son los perfiles horizontal y vertical de AC(z,y) respectiva-

AC’(:L’, y) =

; (2.6)

mente. Luego, el ancho a la mitad del maximo de la funcion AC' se define como ay y a,
para el perfil horizontal y el vertical respectivamente, como se muestra en la Fig. 2.6. Estos
parametros brindan informacion de las dimensiones del grano de speckle. Adicionalmente,
se defini6 d,, = ap x a, como una aproximacion de la superficie que ocupa el grano en la

distribucién de BSL.

(a)

0.8

0.6

100 120 140 160

0.4 Pixel

0.2

110

100 120 140 160
Pixel

Figura 2.6: (a) Reconstruccion 3D de la funcién de autocovarianza para un frame particular de la
colecciéon obtenida de BSL de una muestra de suspension de GR, (b) perfil horizontal y semi ancho ay,
(c) perfil vertical y semi ancho a,,.
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Para calcular el tamano de grano de speckle se emplea la Ec. 1.9 en vez de Ec. 1.6,
debido a que la teoria de la Sec. 1.1.1 describe un speckle con dispersores estaticos, en
cambio en nuestro experimento contamos con los GR como elementos dispersores, los
cuales presentan movimientos brownianos, y movimientos debidos a la sedimentacion y a

la agregacion, ademas de ser elementos traslicidos.

2.3. Técnica de transmision de luz

Para la técnica de TL se empled como soporte fisico de la muestra el mismo chip
6ptico descripto en la técnica BSL. Como fuente luminica se empled un led equipado con
un estabilizador de corriente para reducir posibles ruidos en la intensidad de la fuente.
Para el registro de la variacion de intensidad luminica se utilizo6 un fotomultiplicador

(Photomultiplier Photometer Model 1118A11) y para su procesamiento una computadora.

Unidad de

Fotomultiplicador adquisicion

Muestra Chip
de GR oéptico

- L

Luz

Led Computadora

Figura 2.7: Esquema del dispositivo experimental de la técnica de TL.

El dispositivo experimental se puede ver esquematizado en la Fig. 2.7. El mismo consta
de una luz led ubicada debajo del porta muestra donde se coloca el chip 6ptico. Una vez
que el haz atraviesa la muestra es registrado por el fotomultiplicador. Luego, la senal es
transmitida a través de un puerto serie a una computadora, donde es registrada por un
software de adquisicion especifico que confecciona una tabla de intensidad de luz versus

tiempo transcurrido.
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2.3.1. Procedimiento, adquisicién de datos y procesamiento.

Para dar inicio al proceso de medicion se encendi6 la luz led y la unidad de control.
Posteriormente, se aline6 el fotomultiplicador para que cubriera el mayor area posible
del sensor del fotomultiplicador con el haz de luz. Como paso siguiente, se coloco el chip
en el soporte, entre el fotomultiplicador y el led, haciendo coincidir el paso del haz. Al
momento de efectuar las mediciones, se inyectd la muestra en el chip y se agit6é con la
punta de la micropipeta por un minuto el fluido suavemente para desagregar los GR que se
encontraban en estasis. A continuacion, se activo el registro de datos en la computadora.
Es necesario resaltar que la habitacion donde se encontraba nuestro sistema experimental
fue previamente aislada de cualquier fuente de luz externa.

Al inyectar la suspension de GR, la luz trasmitida disminuia drasticamente, lo que
hizo necesario aumentar la sensibilidad del aparato para notar las variaciones en inten-
sidad buscadas. El tiempo entre que se activo la medicion y se aislo el sistema fue de
10 segundos, que fueron descartados en las tablas confeccionadas. Se dejo evolucionar
la muestra por aproximadamente 7 minutos y se obtuvo una tabla de dos columnas, re-
gistrando intensidad de luz y tiempo transcurrido, para luego graficar el silectograma

correspondiente.

Definiciéon de los parametros de agregacion.

La dinamica de agregacion eritrocitaria es un proceso relativamente lento pero que
tiene fases marcadas y tiempos caracteristicos, los cuales estan marcados por la forma-
cion de rouleaux y los aglomerados tridimensionales. Ademas, se ven afectados por otros
procesos que ocurren en simultaneo como la sedimentacion de las células o deshidratacion
de la muestra.

Teniendo en cuenta la curva del silectograma obtenido se calcularon los pardmetros
que la caracterizan y describen el proceso de agregacion, que definiremos a continuacion.

La curva de intensidad en funcion del tiempo obtenida obedece al ajuste |Toderi et al.,
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2017):

—t
I(t) =1 -exp [?f} + I, - exp {?} + Io, (2.7)

donde Tt y T son constantes temporales del proceso de agregacion que pueden conside-
rarse como un conjunto de eventos multiples, dobletes, rouleaux, y formaciones tridimen-
sionales descriptos en la Sec. 1.2, que ocurren en minutos. Las constantes temporales T
y T, representan la rapida formacion de rouleaur y la agregacion tridimensional lenta,

respectivamente.

M Index =A

1/2 Amp

Intensidad de Iz
|
|
|
|
|
|
|
|
|
g

A

\ 00 300 600 900 1200
s Tiempo (s)

Figura 2.8: Representacion de los pardmetros de agregacion en el silectograma [Toderi et al., 2017].

Los parametros de agregacion que se muestran en la Fig. 2.8, son los siguientes:

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

determinado.

e Tiempo mitad (t ): El tiempo requerido para alcanzar la intensidad de luz [,,,;,, +

1
2

@, indicando la constante temporal caracteristica para alcanzar el nivel medio de

agregacion en t;.

® M, 4e.: El drea debajo del silectograma en un periodo de tiempo ¢;, indicando el

grado de acumulacién de agregados durante ese tiempo.
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Los tiempos t; elegidos para el calculo de los parametros de agregacion en este trabajo

fueron: 60s, 120s y 400s.
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Capitulo 3

Resultados

En primera instancia, se presentan los resultados obtenidos mediante la técnica TL que
es un método ampliamente utilizado para la caracterizacion de la agregacion eritrocitaria.
Luego, dichos resultados se comparan con los obtenidos mediante BSL, particularmente
con los obtenidos analizando la Intensidad Media (/) de las distribuciones de speckle.
En este caso, se realiza un analisis similar al de TL. Posteriormente, se presentan nuevos
parametros obtenidos empleando la técnica BSL, para caracterizar la dindmica de la
agregacion eritrocitaria comenzando por el Coeficiente de Correlacion C'C', seguido por
los del Momento de Inercia I M, y para finalizar se presentan los resultados obtenidos para
la variacion del Tamano de Grano de speckle dgp. Para esto, se realizaron pruebas de GR
suspendidos en distintos MS, como se mencion6 en la Sec. 2.1.1, con concentraciones de

dextran al 0,2%, 0,45, 0,8%

y 1,24,

La Fig. 3.1 muestra fotografias de GR con hematocrito del 2% en distintos medios de
suspension, obtenidas por medio de la técnica de microscopia con el Microscopio Optico
Biologico Boeco (BM-117) con camara Arcano de 5Mp incorporada y utilizando un ob-
jetivo x40. De estas imégenes se puede ver un incremento en el tamano de los rouleauz,
evidenciando un aumento en la agregacion eritrocitaria con la concentracion de dextran.

En base a esta relacion, se utilizé la concentracion de dextran como pardmetro para la

representacion de la agregacion de GR en las técnicas TL y BSL.
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(a) ®) © (d) e)

Figura 3.1: Fotografias de GR con un hematocrito del 2% en distintos medios de suspension: (a) sin

dextran, (b) dextran al 0,24, (c) dextran al 0,44, (d) dextran al 0,8% vy (e) dextran al 1,2%.

3.1. Técnica de transmision de luz

En esta seccion se estudia la variacion de la intensidad luminica registrada en funcion

del tiempo de exposicién para la muestra de control y con concentraciones de dextran
g 9 g . . .

al 0,45, 0,84 v 1,24, La Fig. 3.2 muestra los silectogramas correspondientes a cada

muestra y sus respectivas aproximaciones por medio de la Ec. 2.7, para un tiempo de

agregacion de 400s.

== GR == Dex0,4 == Dex0,8 == Dex1,2
280

Intensidad(Ln)

T T T T T T T T
0 100 200 300 400

Tiempo(s)

Figura 3.2: Selectograma para muestras suspendidas en diferentes concentraciones de dextran para un
tiempo de agregacion de 400s.

Se calcularon los parametros Ty, Ty t% para un tiempo de 400s, los valores obtenidos
se presentan en la Tabla 3.1. En la misma se observa un decrecimiento de T, que repre-

senta un aumento en la velocidad de formacion de agregados con respecto al aumento
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en la concentracion de dextran. Para Ty, que representa la formacion de agregados tridi-
mensionales, se observa para la muestra de control un valor muy grande en comparacion
con el resto de las muestras, lo que podria considerarse como un tiempo infinito para la
formacion de los mismos. Por ultimo, se observa una tendencia creciente del parametro
b1, lo cual indica una disminucién en la velocidad de formacion de agregados respecto al
tiempo de 400s.

Tabla 3.1: Indices de agregacion calculados mediante la técnica de TL.

Muestras T, T, t1
2

GR 63,4+1,3 10013500* 166 1
Dex0,4 60+2 16004800 181+ 2
Dex0,8  21,6£0,8  550£10 2001

Dex1,2 23,4+£0,6 61015 2071

Adicionalmente, se calcularon los parametros Ampgg, Ampiog y Ampygg, que se pre-
sentan en la Tabla 3.2. Es importante aclarar que Ampgy vy Ampiso se determinaron
utilizando la misma medicién, pero considerando tiempos de agregacion de 60s y 120s
respectivamente. Globalmente, se observa un crecimiento de los valores de estos parame-
tros con respecto a la concentracion de dextran. En particular, Ampgy y Ampigo tienen
un crecimiento aproximadamente lineal. Por otro lado, para el parametro Amps no se
aprecia el mismo comportamiento. Esto se debe a una desaceleraciéon en la formacion de
nuevos agregados.

Tabla 3.2: Indices de agregacion calculados para las diferentes concentraciones de dextran.

Muestras Amp60 Amp120 Amp400

GR 18,940,3 27,6402 41+0,1
Dex0,4 268 39+ 9 62+ 5
Dex0,8 3542  51+2 103+ 2

Dex1,2 4243 59+ 3 115+ 3

Ademas, la diferencia entre Ampgg y Ampago (AAmp 400_60) aumenta a medida que se

*El error obtenido para este valor es despreciable en comparaciéon con el valor obtenido.
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incrementa la concentracion de dextran, esto se puede ver mas claramente en la Tabla 3.3.
También, al comparar la diferencia entre Ampgy vy Ampiao (AAmp129_g0) con la diferencia
entre Ampiog v Ampaoo (AAmp 400-_120) se observa que la mayor variacion en el parametro
Amp se da entre los tiempos de 120s hasta el de 400s. Adicionalmente, para las concen-
traciones de dextran al 0,8% y al 1,24 las diferencias del parametro Amp se mantienen
muy similares, lo cual puede asociarse al acercamiento de la concentracion de saturacion

de dextran para la formacion de agregados mencionado en la Sec. 1.2.4.

Tabla 3.3: Indices de agregacion calculados para las diferentes concentraciones de dextran.

Muestras AAmpia-60 AAmpyoo-120 AAmp 40060

GR 9 14 23
Dex0,4 12 23 35
Dex0,8 16 52 68
Dex1,2 17 56 73

Por otro lado, los valores obtenidos para el parametro M;,q4., se presentan en la
Tabla 3.4. En dicha tabla, M% v M!20 = se pueden considerar constantes, mientras

index index

que no ocurre lo mismo para MY para el cual se observa un crecimiento con respecto
a la concentracion de dextran. Este comportamiento se puede comparar con lo observado
para el pardmetro Amp, para este tltimo se puede apreciar un comportamiento creciente
lineal para los tiempos de 60s y 120s. Mientras que para 400s se observaba un compor-

tamiento distinto. Esto se debe a que ambos parametros indican de distintas maneras el

grado de acumulacion de GR agregados.

Tabla 3.4: Indices de agregacion calculados para las diferentes concentraciones de dextran.

Muestras M?v(l)dem leggex Mfgge:v
GR 9300700 190001300 7000042000

Dex0,4 9800£700  20800&£ 1300 77000£ 4200
Dex0,8 10200+ 300 21700+ 600 86000+ 2000

Dex1,2 10500£400 226004 800 90000+ 2500
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Tabla 3.5: Indices de agregacion calculados para las diferentes concentraciones de dextran.

Muestras AM!20-60  Apf400-120 - A7 [400—60

index index index

GR 10100 50500 60600
Dex0,4 11000 56500 67500
Dex0,8 11500 64000 75500
Dex1,2 12000 67000 79000

3.2. Técnica Biospeckle laser

3.2.1. Intensidad Media

Se presenta en la Fig 3.3 la evoluciéon de (/) con respecto al tiempo para las concen-

traciones de dextran al 0,24, 0,4%, 0,8%, 1,25 y una muestra de GR. Dado que las

curvas en esta figura tienen un comportamiento "similar" a los silectogramas mostrados
en la Fig.3.2, también se las aproximaron por medio de la Ec. 2.7, y se calcularon los pa-
rametros t% Y Minges |, mencionados en la Sec. 2.3.1, para poder compararlos luego con los

calculados mediante la técnica TL. La Tabla 3.6 muestra los valores obtenidos, en la cual

bsl
se puede observar una tendencia decreciente del parametro T con respecto al aumento en

bsl
la concentracion de dextran. Por otro lado, para el parametro 7§ se observa un incremento

bsl bsl
respecto al aumento de dextran. También se ve un aumento en los parametros t1 v M;,ges
2

con respecto a la concentracion del dextran.

Tabla 3.6: Indices de agregacién calculados para la muestra de GR control y las distintas concentra-
ciones de dextran.

N b b bsl bsl
uestras  Tj(s) s(8) Minger 2405 1 (5)
GR 630150  630+50  285000£4000  18,4+0,1

Dex0,2 600£140 600£150 2970007000  19,1+0,2
Dex0,4 11449 1590£90 30200043000  19,3+0,1
Dex0,8 130£17  1400+100 308000+4000 20,2 £0,3
Dex1,2 80£17 24004300 31100043000  20,1+0,2

Se eligieron estos parametros debido a que en la técnica de transmision de luz, t 1es la constante
temporal caracteristica que indica el nivel medio de agregacién y M;, 4., indica el grado de acumulacion
de agregados.
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bsl  bsl bsl
Para los pardmetros: T%, t1 y M;,4e, se observan comportamientos similares a los
2

bsl
obtenidos para la técnica TL, por lo que se puede asociar el 7 a la formacion répida de

bsl
rouleuzx, el t1 como una constante temporal caracteristica que indica el grado medio de
2

bsl
agregacion y My, qe. al nivel de acumulacion de agregados.

= GR == Dex0,2 == Dex0,4 == Dex0,8 Dex1,2

<I>(Nivel de gris)

T T T T
0 500 1000 1500 2000

Numero de frame

Figura 3.3: Evolucion temporal de la (I) para distintas concentraciones de dextran.

3.2.2. Coeficiente de Correlacion

El coeficiente de correlacion se calculé de dos maneras distintas: en una primera ins-
tancia se tomdé un frame de referencia fijo y se computé el C'C' con los 12 frames siguientes,
y asi observar la evoluciéon temporal del mismo. Se eligi6 la cantidad de 12 frames debido
al rapido decaimiento del CC, como se observa en la Fig. 3.4. En segunda instancia, se
calculo el C'C entre 2 imagenes sucesivas, obteniendo asi su evolucion temporal. A este

ultimo método lo llamaremos Frame to Frame, al cual notaremos como CCprp.

Con un frame de referencia.

En esta subseccion se presenta la variacion temporal del C'C' para las distintas concen-
traciones anteriormente mencionadas, tomando como frames de referencia a los tiempos:

0s, 60s, 120s, 240s.
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Figura 3.4: CC para las muestras de GR suspendidas: (a) en MS, (b) en dextran al 0,2Z, (c) en

dl’

dextran al 0,45, (d) en dextran al 0,84 y (e) en dextran al 1,24.

Como se observa en la Fig. 3.4, los CC presentan un decrecimiento exponencial, y a
medida que se incrementa la concentraciéon de dextran aumenta la correlacién con res-
pecto a los frames consecutivos, lo que indica que hay una mayor correlaciéon entre las

distribuciones de speckle obtenidas. Para hacer mas visible este fenémeno, se calcularon
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las pendientes iniciales, aplicando el logaritmo natural a los C'C calculados. A modo de
ejemplo, la Fig. 3.5(a) muestra las rectas calculadas para las distintas concentraciones de
dextran, tomando como frame de referencia a t120s. A las pendientes de dichas rectas, que
llamaremos "pendientes de correlacion" mec, se las pueden observar en la Fig. 3.5(b), en
la cual se puede ver una tendencia creciente del mgce con respecto al incremento de la
concentracion de dextran. Este crecimiento esta asociado al aumento del tamano en los
agregados formados, lo cual genera una disminucién en su velocidad de movimiento brow-

niano, que a su vez reduce el nimero de GR disponibles para formar nuevos agregados.

(a) (v)

B GR @ Dex0,2 A Dex0,4 ¥ Dex0,8 Dex1,2 0.2
04 — '
° i T
™ —~ T 04
A —e RN el
24 ~__
—— - R ~
—~ N ® T~
o34 ¢ . . ~u -0,6
5 4 A T g
* AT - A E
— -0,8 4
-5 )
* * *
6
-1 !0 -
74
); é 3' 4" é T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
Numero de frame Concentracion(%)

Figura 3.5: (a) Rectas calculadas para las distintas concentraciones de dextran, tomando como frame
de referencia a t120s, (b) sus correspondiente pendientes mgc:.

Frame to Frame

Debido al rapido decaimiento del valor de C'C' con respecto a los frames consecutivos,
se calculd el CCprp para aportar nueva informacion acerca de la evolucién temporal de
los GR respecto al incremento de dextran. En la Fig. 3.6 se presenta la evolucién por
frame del CCprp para las distintas concentraciones de dextran, donde se observa un
incremento en los valores iniciales de las curvas respecto al aumento de la concentracion.
Este incremento se debe a la presencia de agregados, y al aumento en su tamano cuando

se incrementa la concentracién de dextran.
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Figura 3.6: CCprp para las muestras de GR suspendidas y para las concentraciones de dextran 0,24,
0,42, 0,8% y 1,25

Ademds, a partir de las concentraciones dextran al 0, 4% se pueden ver en las curvas dos
distintas tendencias de crecimiento del CCrrpr. Para poder analizar este comportamiento
se aproximo6 la curva por la funcion BiDoseResp |OriginLab|, la cual nos permite asociar
a los valores de h; y hy a los distintos crecimientos que se observan, debido a que son
proporcionales a las pendientes de crecimiento, en los puntos donde cambia la concavidad

de la curva, esto se ejemplifica en la Fig. 3.7.

0,60
0,55
o h2
0,50

0,45 -

CCFTF

0,40

0,35 4

0,30 ah;

0,25

T T T
500 1000 1500 2000

o 4
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Figura 3.7: CCprp para las muestra de dextran al 0,44
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En la Tabla 3.7 se pueden ver los valores iniciales de CCrrp, v las constantes hy v hs
para las distintas muestras. Se puede observar la tendencia creciente de los valores de hy
y ho. El crecimiento de hy se debe al aumento del tamano de los agregados, disminuyendo
asi su velocidad de movimientos brownianos, y el estancamiento en el incremento de ho
se debe al cese de la formacion de nuevos agregados, lo que explica la variacién en la
concavidad de las curvas de CCrrp, ya que para la concentracion de dextran al 0,245 y

la muestra de control no se presenta.

Tabla 3.7: Indices de agregacion calculados para cada muestra de GR control y para concentraciones

de dextran: 0,2%,0,4%,0,8% y 1,24,

inicial

Muestras CCprp h1 ho

GR 0,17165 —0,002+ 0,003 —0,001 £ 0,004
Dex0,2 0,20435 0,001 £ 0,007 0,001 £ 0,002
Dex0,4 0,23209 0,0026 +=0,0001 0,0017 £ 0,0001
Dex0,8 0,38998 0,0028 = 0,0002 0,0032 £ 0,0005

Dex1,2 0,52742  0,0056 = 0,0002 0,0032 £ 0,0003

3.2.3. Momento de Inercia

El I M se calculé para las concentraciones anteriormente mencionadas utilizando dis-
tintas cantidades de pixeles aleatoriamente seleccionados, como se explico en la Sec. 2.2.2,
iniciando con 500 pixeles hasta 10.000 pixeles, con pasos de a 500 pixeles.

En la Fig. 3.8 se puede observar una tendencia decreciente del valor de /M con res-
pecto al aumento de la concentracion de dextran. Esta tendencia, como se mencioné en la
Sec. 2.2.2; se atribuye al movimiento browniano de las células aisladas, al proceso de sedi-
mentacion, y a la formacion de agregados. Lo cual coincide con los resultados encontrados

para CC, mec v CCprp.
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Figura 3.8: I'M para las muestras de GR para las distintas concentraciones de dextran.

3.2.4. Tamano de grano de speckle

En esta subseccion se presentan los resultados obtenidos del calculo del tamano del
grano de speckle dg, para las distintas concentraciones de dextran. Debido a la répida
variacion de dg, respecto a 2 frames consecutivos, para analizar su evolucién temporal se
empled la funcion csaps de Matlab, la cual filtra el ruido de las mediciones, un ejemplo

de esto se puede observar en la Fig. 3.9.

T T T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Numero de frame

Figura 3.9: Ejemplo de la evoluciéon temporal de ds, para una muestra con dextran al 0, 44 (gris) y
ajuste por medio de la funcion csaps de Matlab (rojo).
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A los valores de dy, obtenidos luego del filtrado se los aproximé con una funcién lineal.

La Fig. 3.10 muestra la evolucién de d,, para cada muestra y su respectiva aproximacion

lineal, cuyas pendientes se encuentran en la Tabla 3.8. Para la curva correspondiente a la

muestra de control se observa una pendiente negativa, pero en nuestro caso se la puede

considerar nula. Por otro lado, para las curvas correspondiente al resto de las muestras se

observa que sus pendientes son positivas, lo cual puede atribuirse al aumento del tamano de

las particulas dispersoras a medida que crece el nimero de frames, es decir a la formacion

de agregados de mayor tamano disminuyendo asi el nimero de elementos dispersores.

3100

3000

2900

dsp (MIHZ)

2800

2700

2600

== GR == Dex0,2 == Dex0,4 == Dex0,8 Dex1,2

7ﬁ€7

T T T T T T 1
500 1000 1500 2000

Numero de frame

Figura 3.10: Evolucién temporal de d;, para muestras con y sin dextrén, y sus correspondientes ajustes.
Para graficar los valores de dextran al 1,24 se sumo6 una constante para apreciar la diferencia con los

valores de dextran al 0,8%.

Tabla 3.8: Indices de agregacion calculados para cada muestra de GR control, concentraciones de

dextran a 0,24, 0,44 0,84 y 1,24
Muestras Pendiente de la aproximacion lineal ( fﬁgie)
GR -0,0102+0,0006
Dex0,2 0,0829-40,0004
Dex0,4 0,1125+0,0002
Dex0,8 0,079640,0005
Dex1,2 0,07884+0,0004
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Capitulo 4

Discusiones y conclusiones

4.1. Discusiones

En el capitulo anterior se presentaron los resultados de las técnicas BSL y TL, con
un breve anélisis de los mismos. A continuacién, se comparan los resultados obtenidos
mediante el método TL con los calculados para la Intensidad Media (/) empleando la

bsl

técnica BSL. En este caso, se determin6é que los pardmetros Ty y T; disminuyen sus
valores con respecto al incremento de dextran, lo cual estd asociado a la formacion de
los primeros rouleauz. Ademaés, esta disminucion coincide con el aumento del mcc, el
incremento de los valores iniciales de CCprp, y el aumento en su parametro h; respecto
a un aumento en la concentracion de dextran. Este hecho se asocia al crecimiento de la
velocidad de formacion de nuevos agregados, lo que implica que aumenta el tamano de los
dispersores, con la consecuente disminuciéon de su velocidad browniana. El aumento del
tamano de los agregados junto con la disminucién de la cantidad de GR dispersos genera
un decrecimiento en la dinamica del fenémeno de agregacion eritrocitaria.

Por otro lado, para el tiempo caracteristico T se observa un decrecimiento de su
valor hasta llegar a valores similares para las concentraciones de dextran 0,8% y 1,2%.
A este comportamiento se lo puede comparar con el comportamiento del parametro ho
calculado para el CCprp, €l cual en vez de disminuir aumenta con respecto al incremento
de dextran y se mantiene constante para las mismas concentraciones. Podemos asociar

este comportamiento del parametro hs con la agregacion tridimensional lenta, ya que en la
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Fig. 3.6 para la concentracion de dextran 0,2%, hs es casi nulo, y no se observa un cambio
en la concavidad. Esto es de esperarse debido a que la concentraciéon de dextrédn es muy
baja para la formacion de agregados tridimensionales y para la muestra de GR, cuyo ho
es negativo y casi nulo, observidndose un decrecimiento del C'Crrp. Por otra parte, para
las concentraciones restantes, la formacion rapida de rouleax se mantiene predominante
hasta aproximadamente el frame 1100, donde se observa este cambio en la concavidad que
se asocia a la agregacion tridimensional.

El aumento del parametro t1 indica una disminucién en la velocidad de formacion de

bsl

nuevos agregados, encontrandose un comportamiento similar para el T 1y el incremento
del parametro hy calculado para el C'Cprp. Particularmente, para las concentraciones de
dextran 0,8% y 1,2%, se observa una disminucion en el crecimiento del parametro t%.

Para los valores del M;,,4¢, asociado al grado de acumulacion de agregados, se observa

un aumento a medida que se incrementa la concentracion de dextran. Paralelamente se

400

e Una desaceleracion en el crecimiento las concentraciones de dextran

bsl
0,8% y 1,2%, obteniéndose una relacion similar para el M;,4.... Este hecho puede asociarse

observa para el M

a la disminuciéon de GR disponibles para formar nuevos agregados, y a que el ntimero de
enlaces formados por la moléculas de dextran podria acercarse al limite posible para estas
concentraciones. Para el parametro Amp, se observan resultados similares a los obtenidos
para M;,q4e., con la diferencia que este parametro pone de manifiesto la disminucién en
el crecimiento de los AAmp para las concentraciones de dextran 0,8% y 1,2%, para los
tiempos 60s, 120s y 400s.

También, se observa que para la técnica de BSL, hay consistencia en los resultados
obtenidos para los coeficientes relacionados a la dindmica de variacion del speckle obtenido,

es decir moe, CCprry IM.
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4.2. Conclusiones

En el desarrollo de esta tesina se estudié la técnica de BSL como una herramienta
de anélisis de la dindmica eritrocitaria. Con este objetivo se abordé el aprendizaje de los
distintos modelos de agregacion de GR, y los fenémenos que intervienen en la misma.
También, se interioriz6 en la manipulaciéon de material biolégico, sus cuidados, y los
protocolos de bioseguridad para el empleo de la sangre humana.

Para la evaluaciéon de los resultados de la técnica de BSL, se utilizé la ampliamente
conocida técnica TL y se incursiondé en la interpretacion de sus parametros en la dinamica
eritrocitaria. Se estudiaron parametros como la Amp que indica la medida de agregados
para sus tiempos correspondientes, el M;, 4., que nos permite obtener el grado de acumu-
lacion de agregados, y el t1 que brinda una medida caracteristica del tiempo transcurrido
para lograr la agregacion acumulada.

Para la aplicacion de la técnica BSL, se utilizaron parametros como la Intensidad
Media (I), el Coeficiente de Correlacion C'C, el Momento de Inercia IM, y el tamanio de
grano ds,. Para esto se aprendi6 el tratamiento y procesamiento de las imagenes obtenidas
de speckle en MatLab, y la manipulacion del software, para reducir el empleo de recursos
computacionales.

Del empleo de esta técnica, se propone para (I) el empleo de los parametros M;,ge, ¥
t% para la caracterizacion de la agregacion eritrocitaria, debido a que sus resultados son
similares a los obtenidos empleando la técnica TL. Para C'C', se propone el calculo de fra-
mes consecutivos CCrrp debido a la informacion que nos pueden brindar sus parametros,
hy se puede asociar a la velocidad de agregacion y hy puede ser asociado a la formacion
de agregados de mayor tamarno.

En conclusion, se han podido cumplir los objetivos planteados en el marco de esta
tesina, pudiendo abordar el aprendizaje de las técnicas 6pticas BSL y TL para la ca-
racterizacion de la dindmica de la agregacion eritrocitaria. Particularmente, se observa
que la técnica BSL es adecuada para esta caracterizacion. Debido a su alta sensibilidad

permite la obtencién de nuevos parametros que brindan informacion para realizar un ana-
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lisis cualitativo mas detallado con respecto a la dinamica de los procesos de agregacion
eritrocitaria, pudiendo llegar a relacionar cualitativamente los pardmetros de Intensidad
Media (I), CC, CCprp y IM a la formacion de nuevos agregados y la distincion de la

agregabilidad de las muestras.
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Apéndice A

Complemento de la estadistica de la

distribucion de speckle

Estadistica de primer orden

La intensidad en un punto del espacio esta determinada por la suma coherente de las
ondas elementales emitidas por la superficie dispersora. De esta manera, en un dado punto
P de observacion el campo complejo E en este punto estéd determinado por |[Goodman,

1975; Kreis, 1996]:

E(P)=>" ]ié" exp [i(krn 4+ )] (A1)

n
siendo Ej,, la amplitud de cada onda elemental, r,, la distancia desde el punto de emisién
de ondas elementales al punto de observacion, y v/, la fase inicial de la onda elemental. Si
se representa a cada onda en el plano complejo con un fasor el campo resultante esta dado

por el fasor suma. Esta suma es analoga a la resoluciéon del problema de paseo aleatorio

en dos dimensiones de la teoria de probabilidad, como se ve en la Fig. A.1.
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Re

Figura A.1: Paseo aleatorio en el plano complejo.

Al tomar un punto de observacion lo suficientemente alejado para asumir que estamos
sumando fasores de modulos similares pero con distintas fases, el campo de cada onda

elemental F, esta descripto por:

E, Ebl explits) | (A2)

1
= ﬁ'
asumiendo que la amplitud y fase de cada componente elemental del campo son estadisti-
camente independientes entre si y que no tienen dependencia con los deméas componentes
elementales del campo. Ademas se asume que la fase tiene una distribucién uniforme en
[7, =], lo que significa que la superficie es rugosa en comparacion con la longitud de
onda. Considerando la hipotesis adicional de que el niimero total de centros de dispersion
N es muy grande, asegurando asi la validez del teorema del limite central, Goodman ha
demostrado que las partes reales e imaginarias del campo resultante son asintéticamen-
te gaussianas [Goodman, 1976]. Por lo que la funciéon de densidad de probabilidad ox

resulta:

ons(Ew, Es) = (A.3)

202

F3 + FE2
2o ’

exp {—

donde Ey y Fg son las componentes real e imaginaria del campo F respectivamente y la

varianza o2 se define como:

1 L1
2 Z_ 2
“ _Nhi’%oNn:l 2 (Bl - (A.4)
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Teniendo en cuenta la Ec.A.3, y que la intensidad luminica I y la fase ¢ del campo

resultante se correlacionan con las partes reales e imaginarias de la siguiente manera

Ey = VIcos(v),

(A.5)
Es = VIsen(1)).
Las funciones de probabilidad de la intensidad ¢; y de la fase g, resultan:
oexp [—55 St I>0
Q[(I): {20’2 p[ 20’2}
0 en cualquier otro caso,
(A.6)

{ % st v € [—m, 7]

0 en cualquier otro caso.

Consecuentemente, la distribucién de speckle obedece a una ley de probabilidad ex-
ponencial negativa mientras que su fase tiene una distribucion uniforme.

El momento n-ésimo de la intensidad es :
(I™)y = n!(202)” =nl(I)", (A.7)

de donde se puede deducir que (I) = 202. Luego se pueden reformular las distribuciones

marginales como:

1 I .
or(I) = @exp [—m} s I1>0, s
W)= s velmal

La funcion densidad de probabilidad acumulada ©([) indica la probabilidad de hallar un

valor de intensidad mayor que I, la cual resulta:

o) = /] oIl = exp {_%1 . (A.9)
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La desviacion estandar de la intensidad o; resulta:

o= (=0 =) -1 = (1) (A.10)
Definiendo el contraste v como |[Goodman, 1975]:
V= (A.11)

se observa que el contraste para un speckle completamente desarrollado siempre es uno.

Estadistica de segundo orden

El desarrollo estadistico anterior no permite deducir las propiedades relativas a las
relaciones entre puntos vecinos. Para esto es necesario calcular las densidades de proba-
bilidad conjuntas entre dos puntos diferentes.

La funcion de autocorrelacion R de la intensidad I(x,y) se define [Lehmann, 2001]:
Rr(z,y, 2+ Az,y + Ay) = (I(z,y)[(z + Az,y + Ay)) . (A.12)

Si se toma un par de puntos P; y P5 que sean idénticos, esto significa Az =0, Ay =0y

usando la Ec.A.7, obtenemos:

Ry (z,y,2,y) = (I(z,y)*) = 2(I(z,y)) . (A.13)

Entonces, la distancia entre dos puntos que minimice a R;, indicaré el tamano promedio
del grano de speckle, ya que ambos puntos tendran intensidades y fases independientes.
Empleando la expresion de la autocorrelacion del campo complejo E, es posible obtener

la siguiente expresion para R; [Goodman, 1975; Lehmann, 2001]:
Ry (z,y,2,y) = (I)* [1 + |na (Az, Ay, 2)[] (A.14)
siendo z la distancia desde la superficie dispersora al plano de observacion y 4 el factor
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de coherencia complejo que depende de la forma de la distribucion de intensidades sobre

el area dispersora.
Considerando el caso de speckle objetivo formado por un area £y x £y iluminada uni-

formemente, R; resulta [Goodman, 1975; Kreis, 1996]:

loAx loA
- 2 . 2 0 . 2 0RY
Ry (z,y,z,y) = (I) [1+smc ( P )smc ( P )] , (A.15)
con sinc(m) = sen(—;m).
T

El tamano de grano obtenido para el primer minimo de R es:

Az

. (A.16)
lo

dsp = Azgy, =

que es igual al resultado obtenido en la Ec.1.6.
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Apéndice B

Modelos de la agregacion eritrocitaria

B.1. Modelo de doble capa difusa y el potencial zeta

(€)

Como se mencioné en la Sec. 1.2.3, el modelo de doble capa se utiliza para visualizar el
entorno o atmosfera idnica que se forma en las proximidades de un GR debido a su carga
negativa, y ademaés se utiliza para explicar el funcionamiento de las fuerzas de repulsion
eléctricas. En este modelo se consideran dos capas iénicas separadas por una interfaz
[Pollack et al., 1965], conocida como capa de Stern, segiin se muestra en la Fig. 1.7. Las
hipotesis de partida para modelizar esta doble capa en cualquier modelo de complejidad

creclente son:

e Asumir la mayor simetria posible del GR con el fin de facilitar un resultado cuali-

tativo y cuantitativo.

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

vista eléctrico, cuya permitividad dieléctrica es e.

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

campo eléctrico, ignorando la contribucién de dipolos moleculares.

e Considerar que los iones se distribuyen de manera homogénea en el medio no afec-

tado por la capa difusa.
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Los rouleauz se forman entre las caras de mayor diametro. Al haber una relacién entre
el diametro del GR y la distancia maxima de la doble capa del orden de 190 veces mayor,
cuando los GR se agrupan para la agregacion se lo puede considerar como el acercamiento
de dos planos paralelos [Russel et al., 1992].

En consecuencia, para describir la capa rigida, se lo tratara como un capacitor plano
de espesor d. Para este caso, resolviendo la ecuacion de Laplace V2?¢ = 0 en la capa rigida

y si se asume simetria cilindrica para el potencial ¢ se obtiene:
X
6(@) = (65 +(C— 09)%). (B.1)

para 0 < x < d, se elige el origen de coordenadas en la superficie del GR por conveniencia.
El potencial en la superficie del GR es ¢, |Glasstone, 1964|.

Por otro lado, la resolucién de la ecuacion de Laplace en la capa difusa resulta V2¢ = L.
La densidad de carga p esta dada por la concentraciéon de diferentes tipos de iones con
carga Z;F , donde [ es la constante de Faraday (F = 96, 485%) y Z; es la carga de un

ion. Resultando, la densidad de carga:
p(x) =Y ZiF Ci(x), (B.2)

donde C;(x) es la concentracion neta de iones y contraiones. Dada la agitacion térmica, se
supone que la concentracion relativa de cargas respecto a la parte del liquido no afectada

por la doble capa difusa es una distribucién de Boltzman:

Ci(x)
Co

— oxp [—ZZ-Fp(a:)RlT] | (B.3)

Obteniendo asi:

V2 = —g S ZiF CPexp[- 7] (B.4)

Fp—.
PRT
La Ec. B.4 es una ecuacion diferencial generalmente resoluble en forma numérica, pero

que presenta solucion exacta para geometria plana. Luego,

d*¢ r 0 1
2 _ LN zrc A B.
s . Z F C; exp [ FpRT] (B.5)

Al aplicar las condiciones de contorno, ¢(d) = &y lim¢(x) = 0, y bajo la consideracion
T—00
de campo débil (ZF ¢ < RT ), obtenemos:

o ox)
= (B.6)
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RT
donde zp = 2€F—2L es la distancia de Debye-Hiickel y L = 1 3~ Z2C; es la fuerza iénica

[Moelwyn-Hughes, 1961]. De esta forma, se obtiene una expresion para el potencial de la

capa difusa:

Ip

o) = Cexp ["” - d] , (B.7)

siendo el potencial (:
orp

(=210 (B.8)

€

Entonces, la densidad superficial de cargas en el radio efectivo sera:

_ (do _ €
o= (d$>x:d = (B.9)

B.2. Ecuaciones complementarias Depletion

Dependencia de las variables con respecto a la concentraciéon de

masa de polimero

El término de la presion osmoética IT que se observa en la Ec. 1.12 se obtiene de la

ecuacion virial considerando hasta el segundo coeficiente By, tal que:

RT p1 — pf
II = Ecg + BQ(Cg)Q = —Tl, (BlO)

donde R es la constante de los gases, T' es la temperatura absoluta, M; es el peso molecular
del polimero, ¢ es la concentraciéon de masa del polimero, u; es el potencial quimico del
solvente en la solucion del polimero, 49 es el potencial quimico del solvente en solucién
libre y v1 es el volumen molecular del solvente.

Para superficies que no absorben a las cadenas de polimeros, el espesor de la capa de
agotamiento A, que se observa en la Ec. 1.12 considerando el equilibrio entre la energia

elastica libre y las fuerzas osmoticas, resulta:
o1 [/m\*

donde Ag es el espesor de la capa de agotamiento para la concentracion de polimero que

fuga, que equivale a 1,4 veces el radio de giro del polimero segiin Vincent [Vincent, 1990],
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teniendo en cuenta su capacidad de compresion cerca de las interfases. D es funcion de la

concentracion de masa del polimero ¢ y se expresa como:

2
2KT ch)s
D=""(22) B.12
v (Mz (B.12)

en la cual K es la constante de Boltzmann y N, es el nimero de Avogadro. Al aproximar

la profundidad de penetracion de manera exponencial, dependiendo de la concentracion

de masa del polimero, resulta:

p=0 (1-exp [éD (5.13)

donde ¢ es la constante de penetracion del polimero en soluciéon y d, se considera inde-
pendiente de c}. Al realizar esta simplificacién no se tienen en cuenta influencias locales
del glicocélix, ni efectos de la presiéon osmoética de la masa del polimero sobre las macro-
moléculas [Jones y Vincent, 1989; Vincent et al., 1986].

Para calcular la energia electrostatica de interacciéon intercelular, se lo considera un
proceso de carga isotérmico, obteniendo la energia electrostatica libre de la siguiente

forma:

d
E = %/0 /Opw(p, x)dpdz, (B.14)

donde ) es el potencial electrostatico entre células, que depende de la densidad de carga
p. Al ser pequena la longitud de Debye-Hiickel, en comparaciéon con el espesor del glico-
calix 64 y la distancia célula-célula d, se puede simplificar el problema aproximando el
potencial electrostatico entre células como una superposicion de los correspondientes a
células individuales. Con lo cual la energia electrostatica de interaccion resulta:

Senh(%) (exp {‘S’;—;d} — exp [—%D d > 204

wg = DH (B.15)

Vg=d (exp [—%l} + 1) senh(égl;d) — senh(=%) exp [— zi} d < 204,

59
Tp D

2.3

o
con DH:(SQ—D , siendo € la permitividad eléctrica del solvente, ¢, la permitividad eléctrica
del vacio, o la densidad de carga superficial y xp la longitud de Debye-Hiickel obtenida

en la Sec. B.1.
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