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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 acción de diferentes umhrales de imensidad del campo eléctrico pulsanle. Estos umhrales se detenninaron. para frecuencias menores o
mayores a la frecuencia umbral de 3{X) KHz, a partir de la ecuación de Schwan o de forma experimental. respectivamente. T\lediante la
medición del tiempo de relajacilll1 transversnl efectivo del protón de agua. se verifica si dichos camhios se dehen a interacciones directas y/o
indirectas del campo eléctrico pulsante con los polímeros de dcsoxihemoglohina S cxistente en la solución. Se concluye que el camhio de
forma y volumen de los eritrocitos falciformes ocurre pnra los diferentes umhrales de intensidnd del cnmpo eléctrico pulsante. Esto puede ser
explicado por interacciones directas con los polímeros de desoxihemoglohina S, para frecuencias mayores a la frecuencia umbral e indirectas
con los mismos y/o fuerzas electromecánicas que se inducen en la memhrana de estos eritrocitos falciformes. para frecuencias menores a la
umbral.

f)escriptores: Tiempo de relajación transversal efectivo del protón de agua: polímeros de desoxihemoglobina S: eritrocitos falciformes

An "in vitro" study is made to analyze the changes in form ami volul11e undergone by sickle crythrocytes when subjected to the action 01'
different intensity thresholds of a pulseJ c1ectric lield. These thresholds were detcrmincd. for frequcncies lower or higher ¡han Ihe threshold
frequency of 3(X) KHz, from Schwan equation or on an experimental basis, respectively. By rneans of Ihe measurement 01' the effective
transverse water proton relaxation time, it is verilleJ if the changes are due to direct or indirect interactions of Ihe pul sed elcctric field with
the deoxihcmoglobin S polymers existing in the solutio/l. It is concluded that the changc in form ami volume of sickle erythrocytes occurs for
the different thresholds of intensity 01' the pulsed c1ectric flcld. It has an cxplanation in the direct interactio/l with the deoxyhemoglobin. for
frcquencies higher than the threshold frequency and indirectly \•...üh them and/nr ele(tromechnnical forces that are induced in the membranes
of thcse sickle erythrocytes, for lower frequencies than those of threshold.

Kenmrds: Effective transvcrse water prolOn relaxation lime: deoxyhcmoglohin S polymers: sickle crythrocytes

PAes: ~7.15.Da: 31.70.hq

1. Introducción

La sicklemia o anemia por hematíes falciformes es una ell.
I'ennedad genética caracterizada por la dcformación de los
eritrocitos desoxigenados, los cuales en su mayoría adoptan
forma dc hoz. Dicha falciformación se debe a la polimeri-
!.ación intracelular de las moléculas dc desoxihemoglobina
S (deoxyHh S). Esta patología incluye un amplio espectro de
severidad, sicndo identificados factores genéticos, celulares y
fisiológicos que pueden modificar el desarrollo de la misma.
Los pacientes que padecen esta patología, presentan crisis va-
sooc1usivas y hematológicas con frecuencia variahle.

El entendimiento dc la naturaleza hiofísica de la enferme-
dad y de los factores que afectan su severidad, ha repercutido
en el incremento de las cstrategias terapéuticas. Una de éstas
consiste en evitar la falciformación, inhihiendo la polimeri-
zación dc las moléculas de deoxyHb S, mcdiantc el empleo

de métodos químicos o físicos. El uso de agentes químicos
en [a pr<íctica clínica, a pesar de sus efectos a1I1isickling "in
vitro", se ha visto Iimit<ldo porque las dosis que sc neccsi.
tan normalmente maniflcstan marcada toxicidad. También se
han realizado ensayos con factores flsiológicos proteicos del
torrcnte circulatorio, por lo que resulta poco probable que
éstos presenten efectos no deseables, sin embargo, su obten-
ción, unida al ticmpo y a las dosis que se emplean, conduce
a que sc eleve el costo del tratamiento, dificultando su apli-
cación. Actualmcnte, por estas razones, no se cuenta con un
Iratamiento eficaz para prevenir las crisis y mejorar el estado
clínico de los pacicntes sicklémicos.

En los Ílltimos años ha cobrado especial interés el uso del
campo eléctrico pulsantc (CEP) en cl tratamiento de diversas
enfermedades, entrc las que se pueden mencionar diferentes
tipos de Gíncer [1--41; úlceras crónicas f2, 5, G]; sicklemia, en
la cual se ha ohservado, "in vitro", cambios de forma y volu-
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FIGURA l. Instalación experimental que genera campo eléctrico pulsantc. (a) Portnl11lJcstrauti [izndo para la observación del cambio de forma
y volumen de Jos eritrocitos falciformes antes, durante y después de ser sometidos a la acción ucl campo eléctrico pulsanlc. (h) Diagrama en
bloque de la instalación: A.Fuente de bajo voltaje de 5 Y: B-fucnrcde allo voltaje; C.rrogr~lmaJor de pulsos; O-oscilador: E-amplificador
de voltaje; F-fllcnte variable de tensión; G.osciloscopio; H-portarnucsrra; I~l11icroscopio óptico: y J-ohscrvador (puede ser el ojo humano.
una cámara rotogn'i.fica y/o un escáner acoplado a una computadora]. (e) Portarnucstra utilizado pam perturhar las soluciones de eritrocitos
falciformes y deoxyHb S cU~lndo son sometidos a la acción del campo eléctrico pulsante.

mcn durante algunos minutos, cuando los eritrocitos falcifor-
mes son sometidos a la acción de este agente físico [7-91.
Con este trabajo "in vitro", se pretende observar los cambios
<.leforma y volumen que experimentan los eritrocitos falcifor-
mes cuando son sometidos a la acción de diferentes umbrales
de intensidad del CEP y verificar a través del tiempo de rela-
jación transversal efectivo del protón de agua, Ti, si dichos
cambios se <.Iebena interacciones directas y/o indirectas del
CEP con los polímeros de deoxyHh S existentes en la solu-
ci6n.

2. Materiales y métodos

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

2. J.J. Obten ció" de Ja /1lasa eritmcitaria falCIforme

Las muestras de sangre fresca tomadas de 10 pacientes sic-
klémicos, por punción de la vena antecuhital, fueron colec-
tadas en igual cantidad de tubos de ensayos con heparina. El
plasma sobrenadante fue decantado y el pellet de eritrocitos
se lavó tres veces con solución salina buffer fosfato (PBS)
pH 7.4, centrifugándose cada vez a 4000 r.p.m. durante 10
minutos, en centrífuga refrigerada Jouan MR 1812. Éste se
suspendió en un pequeño volumen de PBS y se le determinó
la concentración de hemoglohina mediante el método de la
cianollletahemoglobina [IOJ. La concentración inicial de he-
moglobina 5 (Hb 5) fue de 0.25 glcm3 (25 g/di). Para lo-
grar una rápida falcifonnación de los eritrocitos sicklémicos.
a 250 IIL de cada muestra se le realizó vacío durante 30 mino
para extraerle el O2, y luego se añadieron 20 IIL de solución
de ditionito de sodio a una concentración de 1.05 M.

2. J. 2. Obtención de lamo.m de hemoglobina S desoxigenada

Para la realización de este experimento fueron tomadas otras
muestras de sangre de los mismos 10 pacientes sicklémicos.
Se siguió la metodología expuesta en el punto 2.1.1. sin 1:11-
ciformar a los eritrocitos. Una vez ohtenido el pellet de eri-
trocitos, éste se congeló a -70oe en un ¡reezer, provocan-
do la ruptura de las Illcmhranas de éstos. Se centrifugó a
4000 r.p.m. durante 10 minutos y se separaron las moléculas
de Hh S de la solución lotal por aspersión con agujas. Para
lograr una rápida polimerización de las moléculas de Hh S. a
250 IIL de cada muestra se le realizó vacío durante 30 mino
para extraerle el al, y luego se añadieron 20 JIL de solución
de ditionito de sodio a una concentración de 1.05 M.

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

2.2. J. Ap1icacián del C((/IIPO eléctrico a las soluciones de eri-
,rocilnS fa! cij"nrll/es

2.2.1.1. Experimentos para observar cl camhio de forma y
volumen de los eritrocitos falciformes

Una vc!. ohtenidas las die!. soluciones de eritrocitos falci-
formes, de cada tubo de ensayo fueron extraídas cinco gotas
de solución. Cada gota fue extendida, en forma de película,
sohre el portaobjeto y cntre dos conductores rectos y parale-
los de Pt-Ir de O.OS111mde di•.ímctro, separados a la distancia
de 0.5 mm (ver Pig. Ia). Luego se cuhrió con el cuhreohjeto y
se colocó cn un microscopio óptico MNH-8, con aumento de
800X. con el ohjetivo de ohservar el camhio de forma y vo-
lumen de los eritrocitos l~l1cironnes antes. durante y después
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de la aplicación del CEPo Las fotos fueron lomadas con una
,.ímara fotográfica acoplada al microscopio y luego escanca-
das usando un escáner del tipo ScanMan Color 2000. Una vez
terminada cada ohservación, para cada gota, los conductores
fueron lavados con agua destilada y alcohol al 70%.

Para la aplicación del CEP, se diseñó y construyó un equi-
po, cuyo diagrama en hloques se representa en la Fig. 1h.
Las frecuencias utilizadas fueron lO. lOO. 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/em respecti-
vamente, para un ancho de pulso. T,lo de 5 ITlS. Para estas
mismas frecuencias y un Tp igual a 0.1 ms. las intensidades
umhrales del campo eléctrico usadas fueron 3. 4, 4.2. 4.8 Y
5.2 kV/cm, respeclivamente. El intervalo enlre pulsos fue de
Is para evitar cl calcntamiento de la muestra. La sccuencia de
pulsos rectangularcs se repitió durantc 3 minutos.

El CEP se aplicó cuando sc ohscrvó que el 90"7(1 o más
de los critrocitos sicklémicos se tornaron falciformcs, critcrio
que se tomó para dellnir a las muestras dc eritrocitos falcifor-
mes como controles.

2.2.1.2. Expcrimentos para mcdir el liempo de relajación
transversal de las soluciones de eritrocilos falciformes

Después que fueron extraídas las cinco gOlas dc solución
de critrocitos falciformes, por cada IUho dc ensayo, la so-
lución restante, cn cada tuho de ensayo, se dividió en seis
vollímcnes iguales de 0.25 mi y fueron vertidas en igual
númcro de .ímpulas, las cualcs se sellaron hcrméticamcnte
por fusión del cristal utilizando un mechero de gas. Para ate-
nuar la heterogcneidad natural existente cntre las soluciones
de eritrocitos falciformes se tomó una dc las scis ámpulas
ohtenidas de cada tuho de ensayo y se formó un grupo con-
trol (Gc,,¡) formado por diez .ímpulas. Este proceso sc rcpi-
tió cinco veces formándose así cinco grupos tralados (GT('fi,
i = 1,2,3, .1,5), cada uno sometido a un umhral de intensi-
dad del CEP y formado por diez ámpulas. El suhíndicc i, por
su orden de aparición, indica que los cincos grupos tratados
están sometidos a los umbrales 3(3). 4(3.1).4.2(3.7), 4.8(4.3)
Y5.2(4,7) kV/em, respectivamente. para TI' igual a 0.1(5) ms.
Cada una dc las <Ímpulas, pertenecientes a los GCpf y GT('f,
se colocú cn el centro de una conllguración de dos elcctro-
dos planos cuadrados (4 cm1) de paladio, de 0.0025 mlll de
espesor, dispuestos paralelamente, los cualcs se fijaron a una
hase dc tell6n, que se desplaza a través dc una guía construida
l.amhién de tef1ón (ver roigole).

Se utilizaron los mismos parámetros del CEP del experi-
mento descrito en 1Seco 2.2.1.1. El CEP se aplicó cuando el
Ti de las soluciones de eritrocitos alcanzó el valor aproxima-
do de 40 IllS, correspondiendo al 90% () más de los eritrocitos
falciformes.

2.2.2. AplialCián elel campo eléctrico jJllI.\"{/l/te (/ Iw' .mlllcio.
1/('.\' tic hCllloglobinas S elesoxigcn(fel{/.~'

Una vcz ohteniJa las diez soluciones dc dcoxyHh S, corres-
pondientc ;¡ cada paciente sicklémico, cada ulla de éstas se

dividieron en nueve volúmenes iguales de 0.25 mi y fueron
vertidas en igual mímero de ámpulas, las cuales se sellaran
herméticamente por fusión del cristal utilizando un meche-
ra de gas, Para eliminar la heterogeneidad natural ex.istente
entrc las soluciones de deoxyHb S, se tomó una de las nue-
ve ámpulas ohtenidas de cada tubo de ensayo y se formó un
grupo control (GCds) formado por diez ámpulas, Este pro-
ceso se repitió ocho veces, formándose así ocho grupos tra-
tados (GTd'j' j = 1,2.3,4,5,G,7 Y 8), cada uno someti-
do a un umhral de intensidad del CEP y formado por diez
ámpulas. El suhíndice j, por su orden de llparición. indica
que los cincos grupos tralados están somctidos a los umbrales
3(3), 4(3.1 ). 4.2(3.7). 4.8(4.3). 5.2(4.7). 0.0 I(0.0 1). 0.1 (0.1)
Y 1(1) kV/elll, respeelivamente. para Tp igual a 0.1(5) ms.
Calla una dc estas ámpulas fueron colocadas entre los dos
electrodos planos representados en la roig, Ic. Se utilizaron
los mismos pan:ímetros del CEP descrito en la Seco 2.2.1.1,
Adenuís, fuerollllsadas intensidades del CEP de 0.0 1,0,1 Y I
kV/em para las frecuencias de 100,300 Y 500 KHz, El CEP
se aplic(í cuanllo el T1•de las soluciones de deoxyHh S al-
canzó el valor aproximado de 40 J11S, correspondiendo a la
fase de polímeros. la cual es equivalente al 90% o más de los
eritrocitos sicklémicos que se tornaron falciformes.

En esta See. y en la 2.2,1.2. las soluciones de deoxyHb S
y eritrocitos falciformes controles, respectivamente, se man-
tuvieron hajo las mismas condiciones que las tratadas, pero
no se les suministró CEPo Durante la realización de los ex-
pcrimcntos las soluciones de eritrocitos falciformes y de de-
oxyHh S, pertcnecicnte a los grupos controles y tratados, se
mantuvieron en baño lermostatado a 37°C, Las Secs. 2,2.1.1.,
2.2.1.2. y 2.2.2. se realizaron para los valores de T'1 igual a 5
y 0.1 II1S.

2.3. l\ledidi"mdd tiempo de relaj.lción trans\'crsal efecti-
\"0 del pro{611 de agua

Para rnonitorear los cambios moleculares de las deoxyHb S
después dc la aplicación del CEP, se diseñó y construyó un
relaxómctro de Rl\1N, compatible con un espectrómetro de
RMN Bruker. lo que permitió el uso de su sistema magnético
(B-E 20 f) y juego de sensores. Las mediciones dc T: fueron
hechas a 42.6 MHz usando la secuencia de pulso ~pin-eco
simple ~)()o-T-I Xoo -T-adquisición.

2A. Anoilisis estadístico

La diferencia entre los valores del Ti de los grupos experi-
mentales (tratados y controles) fue prohada haciendo uso del
test de Student, para n = 0.05. Para cada grupo experimental
se reportó cl T; promedio con su desviación estándar.

3, Resultados y discusión

Se ohservó que los eritrocitos falciformes camhiaban de for-
ma y volumen para los diferentes umhrales de intensidad del
CEP usados, a los cuales les corresponde sólo y sólo un valor
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FIGURA 2. Eritrocitos falciformes antes (a) y después (h) de la apliración del CEPo Esta figura (.'orrcspondc a En, 1~. y f iguales a J.7 kV/cm .
.5ms y 300 KHz. respcctivmncnte. Para los otros umhrales de intensidades se ohscrvaron fotos similares.

de frecuencia. f, y ancho de pulso. TI' (ver Pig. 2). Para in-
tensidades menores o mayores a estos umhrales, mantenien-
do constante los valores de f. y TI" los eritrocitos falcifor-
mes no cambiaron de forma o hClllolizaron. rcspcctivamcnlc.
La hcmólisis tamhién fue ohservada cuando estas células se
expusieron a tiempos de aplicación del CEP mayores a 1()
minutos. Para valores dc frecuencia igualo por dehajo de la
frecuencia umbral. fe (fe = 300 KHz). se ohtuvo una corres-
pondencia entre los umhrales de intensidad del CEP ohser-
vados experimentalmente y los ohtenidos teóricamente por
la ecuación de Schwan 111]; sin emhargo, para frecuencias
mayores a fe. los umhrales de intensidad teóricos son mayo-
res a los experimentales. Estos resultados fueron consistcntes
con los reportados por Takashima el al. [8,9]. Para este rango
de frecuencias. estos umbrales de intensidad del CEP fucron
obtenidos experimcntalmente. tomando los valores para los
cuales se observó el mayor porccntaje dc eritrocitos falcifor-
mes que camhiaron de forma y volumen.

Schwan [11 J calculó el potencial que se induce en las
memhranas de las células cuando son somctidas a la acción
del CEP, el cual viene dado por

~\' = __ I_._5_f!_E_o__ ~

[1 + (2n)'j1/2
1.5REo

[1 + (tf('
( I )

las solucioncs de eritrocitos falciformes y deoxyHh S tratadas
con CEP, una vcz quc cl T'; de estas soluciones alcanzó el va-
lor aproximado dc --lOms. Para estas solucioncs los umhrales
dc intensidad del CEP lItilil.al!os fueron 3.7, 4.3 Y4.7 kVlcm,
para 1~,= ;j IIlS,y 4.2. 4.X, y 5.2 kV/cm, para 1~1= 0.1 ms.
Adcm;ís se usó, para las mismas frecucncias y 1~"las intensi.
dadcsdcICEPdeO.OI,O.1 y I kVlcm(vcrFig.3).Sccncon-
traron pL'qucilas difercncias entrc los 1'2- de las soluciones de
eritrocitos falciformcs y deo.x.yHb S tratadas con CEP, para
f > f,., pero no así para J = f, .. sugiriendo esto quc para
estc rango de frecuencias la mcmbrana no desempeña un pa.
pel csencial y casi toda la energía del CEP interactúa con los
polímeros de deoxyHh S y la rcstante, quc cs una fracción
pequeña, lo hace con los componentes de la membrana. Es-
to se explka porque para los valores de frecuencia de 500 y
IOOUKl-lzllo se ha logrado un shunteado eléctrico perfecto
(~F = O). Para J = f,., tamhién se ohservaron camhios de
forma y \'olulTlcn de los er¡lroritos falciformes y diferencias
significativas en el T'; de las soluciones de eritrocitos t~1.lci-
forlTles y deoxyHh S, explicando esto que una fracción ma-
yoritaria de la energía suministrada por el CEP es utilizada
en descstahilizar a los polímcros de deoxyllb S y la restantc,
que no es despreciahle, intcractúa con los componentes de la
mcmbrana dc los eritrocitos falciformes.

donde D.F es el potencial transmcmbrana inducido; H es el
radio del eritrocito (.1 x 10-' cm [8]); Eo Y / son la ampli-
tud y frecuencia del campo aplicado, respectivamcnte; T y f{.
son la (.'ollstantc de tiempo (5.3 x 10-7 s [SI) y la frecuell-
cia umoral de la memorana [/,- = 1/(21fT) = 300 KlIli,
respectivamente.

Para valores de frecucncia mayores a fe, la polarización
dc la mcmbrana disminuye (~V -+ O), vcr Ec. (1), indi-
cando que las membranas de los eritrocitos falciformes cst;ín
shunteadas eléctricamente. Esto explica que cxiste una inte-
racción directa del CEP l'(Jn los polímeros de deoxyHb S in-
tracclularcs. quc provoca dcsestabilización en los mismos y
como consecuencia el cambio de forma de hoz a esférica o
bicóncava de los eritrocitos falciformes. ESle resultado fuc
corroborado a través del monitoreo, en el liempo, del T'; de

En la Fig. 3 se representa la evolución lemporal del Ti dc
las solucioncs de eritrocitos falciformcs y deoxyHh S, des-
pués de aplicado el CEPo Se cncontró quc los T.i dc las so-
luciones dc eritrocitos fa1<,:iformcsy deoxyHh S tratadas con
CEP, son mayores a los de las soluciones controles. Estas di-
ll.'rencias son altamcnte signilicativas (1' < 0.02), signifkati-
vas ({l.tJ2 < JI < 0.0;)) y no significativas (1' > 0.(5) para los
rangos de umhralcs de intcnsidad del CEP mayor a.3 kVlcrn,
L'ntre I y 3 kV/cm y mellor a I kV/cm. respectivamente. Pa-
ra las solucioncs tratadas con umhrales de intensidad meno-
rcs a 1 kV/cm. el comportamiento del T'; difiere ligeramente
del de las soluci<HIl's conlroles. in'dicando qlie las energías
asociadas al CEP no son suficicntes para perturhar significa.
tivamcntc a los polímeros dc deo.x.yllh S cxistentes en cstas
soluciones. Esto se l'omproh6 al ohservarse que una fracción
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Tiempo después del tratamiento (horas)

rio tener cl cuidado cuando se aplican intensidades del CEP
mayores al 11ll1oral.para valores constantcs de J y T",

Al T; d(: las soluciones de deoxyHh S controles, Jumn .
te la for;l1ación del polímero. puede contri huir dos cfeclOs,
Uno resulta del inLTemento del tiempo de correlación, le. de
la fracci6n de agua que aparece estrcchamente enlazada a las
moléculas de deoxyHh S polimerizadas y el otro proviene de
las inhomogeneidades en el campo magnético local causado
por la formación de dominios Jc polímcros con suceptihili-
dades magnéticas diferentes a la de la solución total, y de la
anisotropía que caracteriza a la sllceptihilidad magnética de
los polímeros alineados. Estos efectos provocan que la caída
de la Scíial de Inducción Lihre (Sil.) tenga un tiempo carac-
terístico, Ti, definido por

(2)

FI(;URA 3. Tiempo de rclajacitm transversal efectivo, Ti (en I11s),
en el tiempo (en horas) de los grupos de soluciones de eritrocitos
falciformes y dcoxyHb S controles y tratadas con CEPo Estas curvas
corrc.\polldcn al rango de frecuencias mayor a la frecuencia umhral,
fe. En esta figura se representan los valores medios de Ti y sus (0-

rrcsp<mdicntcs desviaciones cst{indarcs (representndas por harras),
dc cada grupo experimental. Los suhíndices EF y OS corresponden
a las soluciones de erilrocilos falciformes y dcoxylJh S, respecliva-
menle. (le y GT indican los grupos control y lralado, respcl:liva-
IlK'nte. [}efllro del paréntesis se indica el número de mueslras por
grupo experimenlal.

pcqueña de eritrocitos falciformes cambiaba de forma y volu-
men; sin emhargo. para umbrales de intensidad del CEP ma-
yores a J kVlcm, la situación fue completamente diferente
ya que los T:; de las soluciones tratadas se diferenciaron sig-
nificativamente de los de las soluciones controles, indicando
que las energías suministradas son sufkientes para dehilitar
las interacciones entre las moléculas de deoxyHh S dentro dc
cada polímero y la existente entre polímeros, elimin~índose
parcial o totalmcnte la causa que provoca la falcifonnación
de los eritrocitos. Estas interacciones son las que predominan
cn cl proceso de polimerización y son las responsahles dc
la disminución del tiempo de relajación transversal efectivo.
El dehilitamiento de estas interacciones solo es posihle si la
cnergía del CEP es igual (fenómeno de resonancia) o mayor a
la energía de unión de las moléculas de deoxyllh S dentro de
los polímcros y a la existente entre polímeros. Esta perlurha-
ción del CEP con los polímeros de deoxyHh S lamhién trae
consigo que muchas de las moléculas de agua ligadas a los
polímeros de deoxyHb S se conviertan en agua scmilihre o li-
hre, disminuyendo elticmpo dc correlación. le de la fracci6n
de agua estrechamente enlazada a las moléculas de IIb S po-
limcrizadas. Esta disminuci6n del le trae consigo un aUlIlento
del Ti. Se encontró que para intensidades mayores al umbral.
para J y TI' fijos, el deoilitamiento de tales intcr.lCcioncs es
mayor. incrementándose aún ll1~íslos valores del con respec-
to a los del umbral. sin embargo se ohservó hemólisis en los
eritrocilOs falciformes, Este resultado sugiere que es necesa-

donde ~ 11" representa la inhomogeneidad del campo
magnético en el volulllen de la muestra y T2 es la constante de
tiempo del SIL cuando la muestra se encuentra en un campo
magnético perfectamente homogéneo. La homogcneidad en
el interior del sistema magnético (imán permanente Bruker
B.E 20 n, en un gap de 30 mm. es de 5 prm, sugiriendo que
la principal contrihución al T1.- se dehe al Te' La disminución
del Ti de las soluciones de eritrocitos y deoxyHb S controles
se dehe al alllllento del le. el cual es consecuencia del proceso
de polilllL'ril.aci6n de las moléculas de deoxyHh S.

Sin embargo, para valores de frecuencia menores a fl"' la
situación sc torna más compleja ya que se observ~lfon dife-
rencias significativas entre los comportamiento del Ti.de las
soluciones de eritrocitos falciformcs y deoxyHb S tratadas
con CEP (ver Fig. 4). indicando que una fracción de energía
del CEP interacllía con los polímeros de deoxyHb S y la otra
con las <..-¡¡rgassuperficiales y los componentes de la mem-
hrana (proteínas. lípidos. etc.). lo que sugiere que para este
rango de frecuencia la mcmhrana de los eritrocitos falcifor-
mes si descmpeña un papel determinante. A medida lJue la
frecuencia disminuye la polarizaci6n de la mcmbrana aumen-
ta hasta un valor constante (ver El'. 1), Muchas anormalida-
des en la memorana de los critrocitos falciformes. asocüldas
con la polirneril.ación de las deoxyHh S, han sido reportadas
por difercntes técnicas experimentales, tales como: marc~llla
afinidad de las moléculas de deoxyHo S por la memhrana
plasm<Ítica, la cual fue observada por extinción de fluores-
cencia 11'2]: grietas en la red esquelética de los critrocitos
falciformes. ohscrvada por microscopía inmunoelectrónica e
inmunolluorescencia [13,141; disminución de la pcrmeahi.
liJad de la mcmorana (alteración cn los canales de agua c
iones) 11[¡, IG]: prcsencia de largas vesículas de Ca2+. origi-
nadas mediante un proceso de endocitosis anormal no selcc-
tivo a las proteínas ohscrvaJa mediante las técnicas de rayos
X y tel1illlicllto de membrana con chlortetracycline sensible
al Ca2+ [1 i, 181; ctc.

Pensamos que el mecanismo primario. en este rango de
frecuencia. es cl propuesto por Ashe el al. l/J, Ellos estahlc-
cieron que el CEP induce en amhos lados de las memhranas
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FICiURA 4. Tiempo de relajación transversal efectivo. Ti (en ms).
en el tiempo (en horas) de los grupos dc soluciones de eritrocitos
fakiformcs y dcoxyHb S controles y tmtadas con CEPo Estas curvas
corresponden al rango de frecuencias menor a la frecuencia umbral.
le- En esla figura se reprcscIHan los valores medios de Ti y sus eo.
lTcspomliclltcs desviaciones estándares (representadas por barras),
de (;ld,l grupo experimental. Los subíndices EF y DS corresponden
a las soluciones de eritrocitos falciformes y dcoxyllb S, respectiva.
melllc. GC y GT indican los gmpos control y tratndo. respectiva.
1I1ell[C.Dentro del paréntesis se indica el número de muestras por
grupo experimental.

de est<ls células tracciones superficiales las cuales son las
responsahles del camhio de forma y volumen de los eritro-
cilOS falciformes {7] y no la formación de poros propuesta
por Takashima e1 al. 18,91. Creemos que estas tracciones su-
perllciales inducidas en el interior de la memhrana de los
erilrocitos falciformes, son las responsables de inducir un
reordenamiento pafl.:iai o total de las a:m:-malidadcs de las
mcmhranas de estos eritrocitos, que estén asociadas directa-
mcnte con el proceso de polimerización de los mon6meros
de dcoxyHh S, las cuales son reportadas experimcntalmen-
le en [1:.!-18]. La naturaleza electromecánica de estas trac-
ciones puede atenuar la marcada afinidad de las llloiécu1:ls
de dcoxyHh S por la memhrana plasmática, ohservada por
Shaklai £'1 nI. 1121. por debilitamiento directo y/o indirec-
to de la interacción ekclrost¡ítica (que depende del grndo
de polimerización de las moléculas de deoxyHh S [12J) en-
tre estas moléculas y Ins proteínas banda 3. Tamhién, estas
perturhaciones pueden conducir a reonlenamientos directos
y/o indirectos en las componentes horizontales (espectrin:t-
espectrina. espectrina-actina, cspectrina-proteína 4.1) Y ver-
tical (cspcctrina-handa 3) del esqueleto de 1:l memhrztlla,
lleg~ít1dose a restablecer p<1rcial o totalmete el equilihrio
dímero-dímero de las espcctrinas, en el caso de los eritrocitos
revcrsihlemente sickle<1dos. Para los eritrocitos que no cnm-
hi;¡nH1dc forma, denominados irreversiblemente sickleados,
ell'quilihrio dímero-dímero se ve seriamente afectado, como
reportó Liu et (/1. [13,1.1]. Es muy probahle que existnll estos
reordenamientos en olras proteínas, como banda 4.5, adcnl:Ís

Tiempo después del tratamiento (horas)

de la banda 3 [15, lG]. que restablezcan los canales de agua,
aumentando así la permeabilidad de estas membranas al pa-
so de agua y ciertos iones. El restablecimiento del nivel de
K+ y del flujo iónico en general, el agua y el Ol, provoca la
despolimerizaci6n de las moléculas de deoxyHh S. Adem<:ís
la plasticidnd observada en los eri(rocitos falciformes. dehido
al número de vesículas, que aumenta con el grado de deoxige-
nación de los eritrocitos f<1lciformes [17, 18J. Estas vesículas
pueden ser destruidas y perder su contenido de Ca2+. a través
de estas perturbaciones mecánicas o por lisis osmótica.

La fracción de energía del CEP que no interactúa con los
componentes de la membrana de los eritrocitos falciformes
disocia parte de los polímeros de deoxyHb S. de forma in-
directa, contribuyendo a disminución de forma parcial de las
anormalidades reportadas en las Ref. 12-18.

Para ambos rangos de frecuencia, los comportamientos
temporales del Ti después de aplicado el CEP a las solucio-
nes de eritrocitos fnlciformes y deoxyHb S (ver Pigs. 3 y 4),
pueden ser explicados por la superposición de dos procesos
antagónicos que se l11<1nifiestan.Uno es la acción perturh<1do-
ra del CEP, que incrementa los valores del Ti y el otro es la
presencin del Ditionito de Sodio, que favorece la formación
del polímero de deoxyUb S, y produce una disminución en
los valores de los mismos. Una vez aplicado el CEP y durante
un tiempo predominn la acción de éste sohre la del Ditionito
de Sodio, explicando la subida de los valores del Ti hasta un
valor constante, el cual es explicado por i.~1equilibrio existen-
le entre estos dos procesos antagónicos. Este equilihrio cx-
plica el hecho dc que no se alcancen los vnlores de Ti en la
fase dc monómeros de IIh S, cuando éstos son sometidos al
100% de oxigenación 119, 20}. Después se observa una ligera
disminución de los valores del Ti indicando que la "memo.
riaH del CEP va desaparccienuo y comienza a predominar la
acción desoxigenante del ditionito de sodio. Esto se evidell-
cia más para el rango de frecuencias menores al umhral (ver
Fig. 4) que para el rango de frecucncia mayores a éste (ver
Fig.3).

En dependencia del rango de frecuencia. el mecanismo
básico para explicar el cambio de forma y volumen ohservado
en los eritrocilos falciformes cuando son sometidos a la ac-
ción de un CEP, es diferente. Para f > fe, el mecanismo prin-
cipal es la interaccióll del CEP con los polímeros de deoxyllb
S. Sin embargo para J S jr, se superponen dos efectos: una
fracción de energía intcractlía con los polímeros de deoxyHb
S y la otra induce fucrzas electromecánicas en las membra-
nas de los eritrocitos falciformes, las cuales pudieran ser las
responsables del reordenamiento. parcial o total de nlgunas
de las anormalidades, en los componentes de la membrana
Ci.~1111ar.Estas nnormalidades están asociadas con el proceso
de polimerización de la deoxyl-lb S. Si hien la Rr-.1N, a través
del tiempo de relajaci6n transversal, no permite dilucidar el
papel que desempeña la mcmhrana, si rcsulta muy útil pa-
ra regislr[!r los cambios que OCUlTena escnla molecul<1r, los

4. Conclusiones
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cuales pueden ser un indicador directo e indirecto de la des-
polimerización de las dcoxyHb S y de reordcnamientos que
ocurren en la memhrana de los eritrocitos htlciformcs, res-
pectivamente. cvidcnciündosc la efectividad de esta modali-
dad de tratamiento con CEPo
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