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Se realiza un estudio “in vitro” para analizar los cambios de forma y volumen que sufren los eritrocitos falciformes al ser sometidos a
la accidn de diferentes umbrales de intensidad del campo eléctrico pulsante. Estos umbrales se determinaron, para frecuencias menores o
mayores a la frecuencia umbral de 300 KHz, a partir de la ecuacién de Schwan o de forma experimental, respectivamente. Mediante la
medicién del tiempo de relajacion transversal efectivo del protén de agua, se verifica si dichos cambios se deben a interacciones directas y/o
indirectas del campo eléctrico pulsante con los polimeros de desoxihemoglobina S existente en la solucién. Se concluye que el cambio de
forma y volumen de los eritrocitos falciformes ocurre para los diferentes umbrales de intensidad del campo eléctrico pulsante. Esto puede ser
explicado por interacciones directas con los polimeros de desoxihemoglobina S, para [recuencias mayores a la frecuencia umbral e indirectas
con los mismos y/o fuerzas electromecdnicas que se inducen en la membrana de estos eritrocitos falciformes, para frecuencias menores a la
umbral.

Descriptores: Tiempo de relajacion transversal efectivo del protén de agua; polimeros de desoxihemoglobina S: eritrocitos falciformes

An “in vitro” study is made to analyze the changes in form and volume undergone by sickle erythrocytes when subjected to the action of
different intensity thresholds of a pulsed electric field. These thresholds were determined, for frequencies lower or higher than the threshold
frequency of 300 KHz, from Schwan equation or on an experimental basis, respectively. By means of the measurement of the effective
transverse water proton relaxation time, it is verified if the changes are due to direct or indirect interactions of the pulsed electric field with
the deoxihemoglobin S polymers existing in the solution. It is concluded that the change in form and volume of sickle erythrocytes occurs for
the different thresholds of intensity of the pulsed electric field. It has an explanation in the direct interaction with the deoxyhemoglobin, for
frequencies higher than the threshold frequency and indirectly with them and/or electromechanical forces that are induced in the membranes
of these sickle erythrocytes, for lower frequencies than those of threshold.
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1. Introduccion

La sicklemia o anemia por hematies falciformes es una en-
fermedad genélica caracterizada por la deformacion de los
eritrocitos desoxigenados, los cuales en su mayorfa adoptan
forma de hoz. Dicha falciformacién se debe a la polimeri-
zacion intracelular de las moléculas de desoxihemoglobina
S (deoxyHb S). Esta patologfa incluye un amplio espectro de
severidad, siendo identificados factores genéticos, celulares y
fisiologicos que pueden modificar el desarrollo de la misma.
Los pacientes que padecen esta patologia, presentan crisis va-
sooclusivas y hematoldgicas con frecuencia variable.

El entendimiento de la naturaleza biofisica de la enferme-
dad y de los factores que afectan su severidad, ha repercutido
en el incremento de las estrategias terapéuticas. Una de éstas
consiste en evitar la falciformacién, inhibiendo la polimeri-
zacion de las moléculas de deoxyHb S, mediante el empleo

de métodos quimicos o fisicos. El uso de agentes quimicos
en la prictica clinica, a pesar de sus efectos antisickling “in
vitro”, se ha visto limitado porque las dosis que se necesi-
tan normalmente manifiestan marcada toxicidad. También se
han realizado ensayos con factores fisiol6gicos proteicos del
torrente circulatorio, por lo que resulta poco probable que
¢éstos presenten efectos no deseables, sin embargo, su obten-
cion, unida al tiempo y a las dosis que se emplean, conduce
a que se eleve el costo del tratamiento, dificultando su apli-
cacion. Actualmente, por estas razones, no se cuenta con un
tratamiento eficaz para prevenir las crisis y mejorar el estado
clinico de los pacientes sicklémicos.

En los dltimos anos ha cobrado especial interés el uso del
campo eléctrico pulsante (CEP) en el tratamiento de diversas
enfermedades, entre las que se pueden mencionar diferentes
tipos de cdncer [1-4]; tlceras cronicas [2, 5, 6]; sicklemia, en
la cual se ha observado, “in vitro”, cambios de forma y volu-
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FIGURA 1. Instalacién experimental que genera campo eléctrico pulsante. (a) Portamuestra utilizado para la observacién del cambio de forma
y volumen de los eritrocitos falciformes antes, durante y después de ser sometidos a la accidn del campo eléctrico pulsante. (b) Diagrama en
bloque de la instalacién: A-Fuente de bajo voltaje de 5 V; B-fuente de alto voltaje; C-programador de pulsos; D-oscilador; E-amplificador
de voltaje; F-fuente variable de tension; G-osciloscopio; H-portamuestra; I-microscopio dptico; y J-observador [puede ser el ojo humano,
una cdmara [otogrifica y/o un esciner acoplado a una computadora]. (¢) Portamuestra utilizado para perturbar las soluciones de eritrocitos
falciformes y deoxyHb S cuando son sometidos a la accién del campo eléctrico pulsante.

men durante algunos minutos, cuando los eritrocitos falcifor-
mes son sometidos a la accién de este agente fisico [7-9].
Con este trabajo “in vitro”, se pretende observar los cambios
de forma y volumen que experimentan los eritrocitos falcifor-
mes cuando son sometidos a la accién de diferentes umbrales
de intensidad del CEP y verificar a través del tiempo de rela-
jacion transversal efectivo del protén de agua, T3, si dichos
cambios se deben a interacciones directas y/o indirectas del
CEP con los polimeros de deoxyHb S existentes en la solu-
cion.

2. Materiales y métodos

2.1. Preparacion de soluciones de eritrocitos falciformes
y de moléculas de hemoglobina S desoxigenadas

2.1.1. Obtencidn de la masa eritrocitaria falciforme

Las muestras de sangre fresca tomadas de 10 pacientes sic-
klémicos, por puncién de la vena antecubital, fueron colec-
tadas en igual cantidad de tubos de ensayos con heparina. El
plasma sobrenadante fue decantado y el pellet de eritrocitos
se lavd tres veces con solucién salina buffer fosfato (PBS)
pH 7.4, centrifugdndose cada vez a 4000 r.p.m. durante 10
minutos, en centrifuga refrigerada Jouan MR1812. Este se
suspendié en un pequefio volumen de PBS y se le determing
la concentracion de hemoglobina mediante el método de la
cianometahemoglobina [10]. La concentracion inicial de he-
moglobina S (Hb S) fue de 0.25 g/cm? (25 g/dl). Para lo-
grar una rdpida falciformacion de los eritrocitos sicklémicos,
4250 pL de cada muestra se le realizé vacio durante 30 min.
para extraerle el O, y luego se afadieron 20 pL de solucién
de ditionito de sodio a una concentracién de 1.05 M.

2.1.2. Obtencion de la masa de hemoglobina S desoxigenada

Para la realizacidn de este experimento fueron tomadas otras
muestras de sangre de los mismos 10 pacientes sicklémicos.
Se siguid la metodologia expuesta en el punto 2.1.1. sin fal-
ciformar a los eritrocitos. Una vez obtenido el pellet de eri-
trocitos, éste se congeld a —70°C en un freezer, provocan-
do la ruptura de las membranas de éstos. Se centrifugd a
4000 r.p.m. durante 10 minutos y se separaron las moléculas
de Hb S de la solucion total por aspersién con agujas. Para
lograr una rdpida polimerizacién de las moléculas de Hb S, a
250 pL de cada muestra se le realizé vacio durante 30 min.
para extraerle el Os, y luego se anadieron 20 ;L de solucién
de ditionito de sodio a una concentracién de 1.05 M.

2.2. Aplicacion del campo eléctrico a las soluciones de
eritrocitos falciformes y moléculas de hemoglobina
S desoxigenadas

2.2.1. Aplicacion del campo eléctrico a las soluciones de eri-
trocitos falciformes

2.2.1.1. Experimentos para observar el cambio de forma y
volumen de los eritrocitos falciformes

Una vez obtenidas las diez soluciones de eritrocitos falci-
formes, de cada tubo de ensayo fueron extraidas cinco gotas
de solucién. Cada gota fue extendida, en forma de pelicula,
sobre el portaobjeto y entre dos conductores rectos y parale-
los de Pt-Ir de 0.05 mm de didmetro, separados a la distancia
de 0.5 mm (ver Fig. 1a). Luego se cubrid con el cubreobjeto y
se colocd en un microscopio éptico MNH-8, con aumento de
800X, con el objetivo de observar el cambio de forma y vo-
lumen de los eritrocitos falciformes antes, durante y después
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de la aplicacion del CEP. Las fotos fueron tomadas con una
cdmara fotogréfica acoplada al microscopio y luego escanea-
das usando un escdner del tipo ScanMan Color 2000. Una vez
terminada cada observacién, para cada gota, los conductores
fueron lavados con agua destilada y alcohol al 70%.

Para la aplicacién del CEP, se disefid y construy6 un equi-
po, cuyo diagrama en bloques se representa en la Fig. 1b.
Las frecuencias utilizadas fueron 10, 100, 300, 500 y
1000 KHz, correspondientes a las intensidades umbrales de
campo eléctrico de 3, 3.1, 3.7, 4.3 y 4.7 kV/cm respecti-
vamente, para un ancho de pulso, 7}, de 5 ms. Para estas
mismas frecuencias y un T}, igual a 0.1 ms, las intensidades
umbrales del campo eléctrico usadas fueron 3, 4, 4.2, 48 y
5.2 kV/em, respectivamente. El intervalo entre pulsos fue de
I's para evitar el calentamiento de la muestra. La secuencia de
pulsos rectangulares se repitié durante 3 minutos.

El CEP se aplicé cuando se observé que el 90% o mds
de los eritrocitos sicklémicos se tornaron falciformes, criterio
que se tomd para definir a las muestras de eritrocitos falcifor-
mes como controles.

2.2.1.2. Experimentos para medir el tiempo de relajacién
transversal de las soluciones de eritrocitos falciformes

Después que fueron extraidas las cinco gotas de solucién
de eritrocitos falciformes, por cada tubo de ensayo, la so-
lucién restante, en cada tubo de ensayo, se dividié en seis
volamenes iguales de 0.25 ml y fueron vertidas en igual
nimero de dmpulas, las cuales se sellaron herméticamente
por fusién del cristal utilizando un mechero de gas. Para ate-
nuar la heterogeneidad natural existente entre las soluciones
de eritrocitos falciformes se tomé una de las seis dampulas
obtenidas de cada tubo de ensayo y se formé un grupo con-
trol (GC,r) formado por diez dmpulas. Este proceso se repi-
1i6 cinco veces formdndose asi cinco grupos tratados (GT.y;,
: = 1,2,3,4,5), cada uno sometido a un umbral de intensi-
dad del CEP y formado por diez @mpulas. El subindice 7, por
su orden de aparicién, indica que los cincos grupos tratados
estdn sometidos a los umbrales 3(3), 4(3.1),4.2(3.7), 4.8(4.3)
y 5.2(4.7) kV/cm, respectivamente, para T}, igual a 0.1(5) ms.
Cada una de las dmpulas, pertenecientes a los GCup y GTr,
se coloco en el centro de una configuracion de dos electro-
dos planos cuadrados (4 cm?) de paladio, de 0.0025 mm de
espesor, dispuestos paralelamente, los cuales se fijaron a una
base de eflon, que se desplaza a través de una guia construida
también de teflén (ver Fig. 1c).

Se utilizaron los mismos pardmetros del CEP del experi-
mento descrito en | Sec. 2.2.1.1. El CEP se aplicé cuando el
T3 de las soluciones de eritrocitos alcanzé el valor aproxima-
do de 40 ms, correspondiendo al 90% o mds de los eritrocitos
falciformes.

2.2.2. Aplicacion del campo eléctrico pulsante a las solucio-
nes de hemoglobinas S desoxigenadas

Una vez obtenida las diez soluciones de deoxyHb S, corres-
pondiente a cada paciente sicklémico, cada una de éstas se

dividieron en nueve volimenes iguales de 0.25 ml y fueron
vertidas en igual nimero de dmpulas, las cuales se sellaron
herméticamente por fusion del cristal utilizando un meche-
ro de gas. Para eliminar la heterogeneidad natural existente
entre las soluciones de deoxyHb S, se tomé una de las nue-
ve dmpulas obtenidas de cada tubo de ensayo y se formé un
grupo control (GCys) formado por diez dmpulas. Este pro-
ceso se repitié ocho veces, formdndose asi ocho grupos tra-
tados (GTysj, j = 1,2,3,4,5,6,7 y 8), cada uno someti-
do a un umbral de intensidad del CEP y formado por diez
ampulas. El subindice j, por su orden de aparicién, indica
que los cincos grupos tratados estdn sometidos a los umbrales
3(3), 4(3.1), 4.2(3.7), 4.8(4.3), 5.2(4.7), 0.01(0.01), 0.1(0.1)
y 1(1) kV/em, respectivamente, para T}, igual a 0.1(5) ms.
Cada una de estas dmpulas fueron colocadas entre los dos
electrodos planos representados en la Fig. lc. Se utilizaron
los mismos pardmetros del CEP descrito en la Sec. 2.2.1.1.
Ademds, fueron usadas intensidades del CEP de 0.01, 0.1y 1
kV/em para las frecuencias de 100, 300 y 500 KHz. El CEP
se aplico cuando el T3 de las soluciones de deoxyHb S al-
canzo el valor aproximado de 40 ms, correspondiendo a la
fase de polimeros, la cual es equivalente al 90% o mds de los
eritrocitos sicklémicos que se tornaron falciformes.

En esta Sec. y en la 2.2.1.2. las soluciones de deoxyHb S
y eritrocitos falciformes controles, respectivamente, se man-
tuvieron bajo las mismas condiciones que las tratadas, pero
no se les suministrd CEP. Durante la realizacion de los ex-
perimentos las soluciones de eritrocitos falciformes y de de-
oxyHb S, perteneciente a los grupos controles y tratados, se
mantuvieron en bano termostatado a 37°C. Las Secs. 2.2.1.1.,
2.2.1.2.y 2.2.2. se realizaron para los valores de T, igual a 5
y 0.1 ms.

2.3. Medicion del tiempo de relajacion transversal efecti-
vo del proton de agua

Para monitorear los cambios moleculares de las deoxyHb S
después de la aplicacion del CEP, se diseiié y construyé un
relaxémetro de RMN, compatible con un espectrémetro de
RMN Bruker, lo que permitié el uso de su sistema magnético
(B-E 20 1) y juego de sensores. Las mediciones de T} fueron
hechas a 42.6 MHz usando la secuencia de pulso spin-eco
simple 90°-7-180°-7-adquisicion.

2.4. Analisis estadistico

La diferencia entre los valores del 77 de los grupos experi-
mentales (tratados y controles) fue probada haciendo uso del
test de Student, para a = 0.05. Para cada grupo experimental
se reporto el 73 promedio con su desviacién estdndar.

3. Resultados y discusion

Se observé que los eritrocitos falciformes cambiaban de for-
ma y volumen para los diferentes umbrales de intensidad del
CEP usados, a los cuales les corresponde sélo y sélo un valor
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FIGURA 2. Eritrocitos falciformes antes (a) y después (b) de la aplicacién del CEP. Esta figura corresponde a E,., T}, y f iguales a 3.7 kV/cm,
5 ms y 300 KHz, respectivamente. Para los otros umbrales de intensidades se observaron fotos similares.

de frecuencia, f, y ancho de pulso, T}, (ver Fig. 2). Para in-
tensidades menores o mayores a estos umbrales, mantenien-
do constante los valores de f, y T}, los eritrocitos falcifor-
mes no cambiaron de forma o hemolizaron, respectivamente.
La hemdlisis también fue observada cuando estas células se
expusieron a tiempos de aplicacién del CEP mayores a 10
minutos. Para valores de frecuencia igual o por debajo de la
frecuenciaumbral, f. (f. = 300 KHz), se obtuvo una corres-
pondencia entre los umbrales de intensidad del CEP obser-
vados experimentalmente y los obtenidos tedricamente por
la ecuacion de Schwan [11]; sin embargo, para frecuencias
mayores a f., los umbrales de intensidad tedricos son mayo-
res a los experimentales. Estos resultados fueron consistentes
con los reportados por Takashima et al. [8, 9]. Para este rango
de frecuencias, estos umbrales de intensidad del CEP fueron
obtenidos experimentalmente, tomando los valores para los
cuales se observé el mayor porcentaje de eritrocitos falcifor-
mes que cambiaron de forma y volumen.

Schwan [11] calculé el potencial que se induce en las
membranas de las células cuando son sometidas a la accion
del CEP, el cual viene dado por

1.5RE, 1.5RE,

AV = = (1

1+ (2rr)2|1/2 — [1+ (ﬁ)z]w'

donde AV es el potencial transmembrana inducido; R es el
radio del eritrocito (4 x 10~* em [8]); E, y f son la ampli-
tud v frecuencia del campo aplicado, respectivamente; 7 y f.
son la constante de tiempo (5.3 x 1077 s [8]) y la frecuen-
cia umbral de la membrana [f. = 1/(2x7) = 300 KHz],
respectivamente.

Para valores de frecuencia mayores a f., la polarizacion
de la membrana disminuye (AV — 0), ver Ec. (1), indi-
cando que las membranas de los eritrocitos falciformes estin
shunteadas eléctricamente. Esto explica que existe una inte-
raccién directa del CEP con los polimeros de deoxyHb S in-
tracelulares, que provoca desestabilizacion en los mismos y
como consecuencia el cambio de forma de hoz a esférica o
biconcava de los eritrocitos falciformes. Este resultado fue
corroborado a través del monitoreo, en el tiempo, del 75 de

las soluciones de eritrocitos falciformes y deoxyHb S tratadas
con CEP, una vez que el 75 de estas soluciones alcanzo el va-
lor aproximado de 40 ms. Para estas soluciones los umbrales
de intensidad del CEP utilizados fueron 3.7,4.3 y 4.7 kV/cm,
paral, = 5ms,y 42,48,y 5.2 kV/cm, para T, = 0.1 ms.
Ademas se uso, para las mismas frecuencias y T}, las intensi-
dades del CEP de 0.01, 0.1 y 1 kV/cm (ver Fig. 3). Se encon-
traron pequeiias diferencias entre los T de las soluciones de
eritrocitos falciformes y deoxyHb S tratadas con CEP, para
f > fe, pero no asi para f = f., sugiriendo esto que para
este rango de frecuencias la membrana no desempefia un pa-
pel esencial y casi toda la energia del CEP interactiia con los
polimeros de deoxyHb S y la restante, que es una fraccion
pequeiia, lo hace con los componentes de la membrana. Es-
to se explica porque para los valores de frecuencia de 500 y
1000 KHz no se ha logrado un shunteado eléctrico perfecto
(AV = 0). Para f = f,., también se observaron cambios de
forma y volumen de los eritrocitos falciformes y diferencias
significativas en el 7%} de las soluciones de eritrocitos falci-
formes y deoxyHb S, explicando esto que una fraccién ma-
yoritaria de la energfa suministrada por el CEP es utilizada
en desestabilizar a los polimeros de deoxyHb S y la restante,
que no es despreciable, interactia con los componentes de la
membrana de los eritrocitos falciformes.

En la Fig. 3 se representa la evolucién temporal del T de
las soluciones de eritrocitos falciformes y deoxyHb S, des-
pués de aplicado el CEP. Se encontré que los T3 de las so-
luciones de eritrocitos falciformes y deoxyHb S tratadas con
CEP, son mayores a los de las soluciones controles. Estas di-
erencias son altamente significativas (p < 0.02), significati-
vas (0.02 < p < 0.05) y no significativas (p > 0.05) para los
rangos de umbrales de intensidad del CEP mayor a 3 kV/cm,
entre 1 y 3 kV/em y menor a | kV/cm, respectivamente. Pa-
ra las soluciones tratadas con umbrales de intensidad meno-
res a | kV/em, el comportamiento del T3 difiere ligeramente
del de las soluciones controles, indicando que las energias
asociadas al CEP no son suficientes para perturbar significa-
tivamente a los polimeros de deoxyHb S existentes en estas
soluciones. Esto se comprobé al observarse que una fraccion
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FIGURA 3. Tiempo de relajacién transversal efectivo, T3 (en ms),
en el tiempo (en horas) de los grupos de soluciones de eritrocitos
falciformes y deoxyHb S controles y tratadas con CEP. Estas curvas
corresponden al rango de frecuencias mayor a la frecuencia umbral,
fe. En esta figura se representan los valores medios de T y sus co-
rrespondientes desviaciones estindares (representadas por barras),
de cada grupo experimental. Los subindices EF y DS corresponden
a las soluciones de eritrocitos falciformes y deoxyHb S, respectiva-
mente, GC y GT indican los grupos control y tratado, respectiva-
mente. Dentro del paréntesis se indica el nimero de muestras por
grupo experimental.

pequeiia de eritrocitos falciformes cambiaba de formay volu-
men; sin embargo, para umbrales de intensidad del CEP ma-
yores a 3 kV/cm, la situacién fue completamente diferente
ya que los T3 de las soluciones tratadas se diferenciaron sig-
nificativamente de los de las soluciones controles, indicando

que las energias suministradas son suficientes para debilitar

las interacciones entre las moléculas de deoxyHb S dentro de
cada polimero y la existente entre polimeros, elimindndose
parcial o totalmente la causa que provoca la falciformacion
de los eritrocitos. Estas interacciones son las que predominan
en el proceso de polimerizacién y son las responsables de
la disminucion del tiempo de relajacion transversal efectivo.
El debilitamiento de estas interacciones solo es posible si la
energia del CEP es igual (fenémeno de resonancia) o mayor a
la energia de unién de las moléculas de deoxyHb S dentro de
los polimeros y a la existente entre polimeros. Esta perturba-
cién del CEP con los polimeros de deoxyHb S también trae
consigo que muchas de las moléculas de agua ligadas a los
polimeros de deoxyHb S se conviertan en agua semilibre o li-
bre, disminuyendo el tiempo de correlacion, 7. de la fraccién
de agua estrechamente enlazada a las moléculas de Hb S po-
limerizadas. Esta disminucién del 7, trae consigo un aumento
del T . Se encontré que para intensidades mayores al umbral,
para f y T, fijos, el debilitamiento de tales interacciones es
mayor, incrementdndose atin mds los valores del con respec-
10 a los del umbral, sin embargo se observé hemdlisis en los
eritrocitos falciformes. Este resultado sugiere que es necesa-

rio tener el cuidado cuando se aplican intensidades del CEP
mayores al umbral, para valores constantes de f y T},

Al T de las soluciones de deoxyHb S controles, duran-
te la formacion del polimero, puede contribuir dos efectos.
Uno resulta del incremento del tiempo de correlacion, 7., de
la fraccion de agua que aparece estrechamente enlazada a las
moléculas de deoxyHb S polimerizadas y el otro proviene de
las inhomogeneidades en el campo magnético local causado
por la formacion de dominios de polimeros con suceptibili-
dades magnéticas diferentes a la de la solucién total, y de la
anisotropia que caracteriza a la suceptibilidad magnética de
los polimeros alineados. Estos efectos provocan que la caida
de la Seinal de Induccion Libre (SIL) tenga un tiempo carac-
teristico, 7.y, definido por

1 1

ﬁ = i +vAH,, (2)
donde A, representa la inhomogeneidad del campo
magnético en el volumen de la muestra y T es la constante de
tiempo del SIL cuando la muestra se encuentra en un campo
magnético perfectamente homogéneo. La homogeneidad en
el interior del sistema magnético (imdn permanente Bruker
B-E 20 ), en un gap de 30 mm, es de 5 ppm, sugiriendo que
la principal contribucion al T3 se debe al ... La disminucién
del T} de las soluciones de eritrocitos y deoxyHb S controles
se debe al aumento del 7., el cual es consecuencia del proceso
de polimerizacion de las moléculas de deoxyHb S.

Sin embargo, para valores de frecuencia menores a f.., la
situacion se torna mas compleja ya que se observaron dife-
rencias significativas entre los comportamiento del T, de las
soluciones de eritrocitos falciformes y deoxyHb S tratadas
con CEP (ver Fig. 4), indicando que una fraccién de energia
del CEP interactia con los polimeros de deoxyHb S y la otra
con las cargas superficiales y los componentes de la mem-
brana (proteinas, lipidos, etc.), lo que sugiere que para este
rango de frecuencia la membrana de los eritrocitos falcifor-
mes si desempefia un papel determinante. A medida que la
frecuencia disminuye la polarizacion de la membrana aumen-
ta hasta un valor constante (ver Ec. 1). Muchas anormalida-
des en la membrana de los eritrocitos falciformes, asociadas
con la polimerizacion de las deoxyHb S, han sido reportadas
por diferentes técnicas experimentales, tales como: marcada
afinidad de las moléculas de deoxyHb S por la membrana
plasmitica, la cual fue observada por extincién de fluores-
cencia [12]; grietas en la red esquelética de los eritrocitos
falciformes, observada por microscopia inmunoelectrénica e
inmunofluorescencia [13, 14]; disminucién de la permeabi-
lidad de la membrana (alteracion en los canales de agua e
iones) [15, 16]; presencia de largas vesiculas de Ca®*, origi-
nadas mediante un proceso de endocitosis anormal no selec-
tivo a las proteinas observada mediante las técnicas de rayos
X'y tedimiento de membrana con chlortetracycline sensible
al Ca2t [17, 18]; etc.

Pensamos que el mecanismo primario, en este rango de
frecuencia, es el propuesto por Ashe et al. [T]. Ellos estable-
cieron que el CEP induce en ambos lados de las membranas
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FIGURA 4. Tiempo de relajacion transversal efectivo, T7 (en ms),
en ¢l tiempo (en horas) de los grupos de soluciones de eritrocitos
falciformes y deoxyHb S controles y tratadas con CEP. Estas curvas
corresponden al rango de frecuencias menor a la frecuencia umbral,
fe. En esta figura se representan los valores medios de T3 y sus co-
rrespondientes desviaciones estdndares (representadas por barras),
de cada grupo experimental. Los subindices EF y DS corresponden
a las soluciones de eritrocitos falciformes y deoxyHb S, respectiva-
mente. GC y GT indican los grupos control y tratado, respectiva-
mente. Dentro del paréntesis se indica el mimero de muestras por
garupo experimental.

de estas células tracciones superficiales las cuales son las
responsables del cambio de forma y volumen de los eritro-
citos falciformes [7] y no la formacién de poros propuesta
por Takashima et al. [8,9]. Creemos que estas tracciones st-
perficiales inducidas en el interior de la membrana de los
eritrocitos falciformes, son las responsables de inducir un
reordenamiento parciai o total de las anormalidades de las
membranas de estos eritrocitos, que estén asociadas directa-
mente con el proceso de polimerizacion de los mondmeros
de deoxyHb S, las cuales son reportadas experimentalmen-
te en [12-18]. La naturaleza electromecdnica de estas trac-
ciones puede atenuar la marcada afinidad de las moléculas
de deoxyHb S por la membrana plasmatica, observada por
Shaklai et al. [12], por debilitamiento directo y/o indirec-
to de la interaccion electrostitica (que depende del grado
de polimerizacion de las moléculas de deoxyHb S [12]) en-
tre estas moléculas y las proteinas banda 3. También, estas
perturbaciones pueden conducir a reordenamientos directos
y/o indirectos en las componentes horizontales (espectrina-
espectrina, espectrina-actina, espectrina-proteina 4.1) y ver-
tical (espectrina-banda 3) del esqueleto de la membrana,
llegdndose a restablecer parcial o totalmete el equilibrio
dimero-dimero de las espectrinas, en ¢l caso de los eritrocitos
reversiblemente sickleados. Para los eritrocitos que no cam-
biaron de forma, denominados irreversiblemente sickleados,
el equilibrio dimero-dimero se ve seriamente afectado, como
reportd Liu er al. [13, 14]. Es muy probable que existan estos
reordenamientos en otras proteinas, como banda 4.5, ademds

de la banda 3 [15, 16], que restablezcan los canales de agua,
aumentando asi la permeabilidad de estas membranas al pa-
so de agua y ciertos iones. El restablecimiento del nivel de
K* y del flujo iénico en general, el agua y el O, provoca la
despolimerizacion de las moléculas de deoxyHb S. Ademds
la plasticidad observada en los eritrocitos falciformes, debido
al nimero de vesiculas, que aumenta con el grado de deoxige-
nacion de los eritrocitos falciformes [17, 18]. Estas vesiculas
pueden ser destruidas y perder su contenido de Ca**, a través
de estas perturbaciones mecdnicas o por lisis osmética.

La fraccién de energia del CEP que no interactia con los
componentes de la membrana de los eritrocitos falciformes
disocia parte de los polimeros de deoxyHb S, de forma in-
directa, contribuyendo a disminucién de forma parcial de las
anormalidades reportadas en las Ref. 12—18.

Para ambos rangos de frecuencia, los comportamientos
temporales del T después de aplicado el CEP a las solucio-
nes de eritrocitos falciformes y deoxyHb S (ver Figs. 3y 4),
pueden ser explicados por la superposicion de dos procesos
antagénicos que se manifiestan. Uno es la accion perturbado-
ra del CEP, que incrementa los valores del T y el otro es la
presencia del Ditionito de Sodio, que favorece la formacién
del polimero de deoxyHb S, y produce una disminucién en
los valores de los mismos. Una vez aplicado el CEP y durante
un tiempo predomina la accién de éste sobre la del Ditionito
de Sodio, explicando la subida de los valores del T'; hasta un
valor constante, el cual es explicado por el equilibrio existen-
te entre estos dos procesos antagénicos. Este equilibrio ex-
plica el hecho de que no se alcancen los valores de T3 en la
fase de monémeros de Hb S, cuando éstos son sometidos al
100% de oxigenacion [19, 20]. Después se observa una ligera
disminucion de los valores del 75 indicando que la “memo-
ria” del CEP va desapareciendo y comienza a predominar la
accion desoxigenante del ditionito de sodio. Esto se eviden-
cia mas para el rango de frecuencias menores al umbral (ver
Fig. 4) que para el rango de frecuencia mayores a éste (ver
Fig. 3).

4. Conclusiones

En dependencia del rango de f{recuencia, el mecanismo
basico paraexplicar ¢l cambio de forma y volumen observado
en los eritrocitos falciformes cuando son sometidos a la ac-
cién de un CEP, es diferente. Para f > f,, el mecanismo prin-
cipal es la interaccion del CEP con los polimeros de deoxyHb
S. Sin embargo para f < f., se superponen dos efectos: una
fraccion de energia interactda con los polimeros de deoxyHb
S y la otra induce fuerzas electromecdnicas en las membra-
nas de los eritrocitos falciformes, las cuales pudieran ser las
responsables del reordenamiento, parcial o total de algunas
de las anormalidades, en los componentes de la membrana
celular. Estas anormalidades estdn asociadas con el proceso
de polimerizacion de la deoxyHb S. Si bien la RMN, a través
del tiempo de relajacion transversal, no permite dilucidar el
papel que desempeiia la membrana, si resulta muy atil pa-
ra registrar los cambios que ocurren a escala molecular, los
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cuales pueden ser un indicador directo e indirecto de la des-
polimerizacion de las deoxyHb S y de reordenamientos que
ocurren en la membrana de los eritrocitos falciformes, res-
pectivamente, evidencidndose la efectividad de esta modali-
dad de tratamiento con CEP.
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