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® Resumen

Eneste trabajo se hizo unaevaluacion de lainfluenciadel hematocrito en la preparacion de muestras
de paquetes de globulos rojos y solucién de hemoglobinas para buscar la relacion de los parametros que
caracterizan el proceso molecular primario con la evaluacion clinica y los procederes terapéuticos
habituales. No obstante, en los trabajos en que se miden y comparan los tiempos de relajacion en los
paquetes de eritrocitos de pacientes con anemia drepanocitica e individuos sanos no se deja claro la
influenciay el aporte del hematocrito a los tiempos de relajacién, lo que constituye el problema de esyta
investigacion, ya que para evaluar con precision el rango caracteristico de valores de los tiempos de
relajacion de individuos sanos, hay que estandarizar los parametros de preparacion de la muestra dentro
de los que se controla el pH, la temperatura, la pureza de la muestra, no asi el hematocrito, el cual influye
no solo en los tiempos de relajacion del paquete de eritrocitos, sino ademas en las muestras analizadas
de solucion de hemoglobina. En general se conoce la relacion de los pesos moleculares de diferentes
proteinas con los tiempos de relajacion y las relaciones dada su concentracién entonces debe existir una
relacion entre la densidad de una solucién de hemoglobina y en consecuencia del paquete de eritrocito
por lo que suponemos que debera de existir una correlacién indirecta con los tiempos de relajacion,
constituyendo este aspecto la hipotesis del trabajo.

Palabras clave: anemia de hematies falciformes o sicklemia, hematocrito, eritrocito.

® Abstract

In this paper, an evaluation of the influence of hematocrit in the preparation of samples of packed
red cells and hemoglobin solution to find the relationship of the parameters that characterize the primary
molecular process with the clinical assessment and common therapeutic procedures. However, in work
which are measured and compared the relaxation times in packs of erythrocytes of patients with sickle
cell anemia and healthy individuals do not clear the influence and contribution of hematocrit to the
relaxation times, which is our problem as to accurately assess the range of values characteristic relaxation
times of healthy individuals, we must standardize the parameters for sample preparation in which controls
the pH, temperature, purity of the sample, not and hematocrit which influences not only the relaxation
times of the package of erythrocytes, but also in samples of Hb solutions. In general we know the ratio
of molecular weights of proteins with different relaxation times and relationships because of its
concentration then there must be a relationship between the density of a solution of hemoglobin and
erythrocyte pack accordingly and we assume to be indirect correlation to exist with the relaxation times
being this aspect of our working hypothesis.

Keywords: sickle cell anemia or sickle cell, hematocrit, erythrocyte.
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® Introduccion

Laanemiade hematies falciformesosicklemia, es
una patologia genética causada por la sustitucion del
acido glutdmico por lavalinaen laposicion seis de la
cadena B3 de la molécula de hemoglobina /1/ dando
lugar a una hemoglobina anémala llamada
Hemoglobina S (Hb S). Cuando las moléculas de Hb
S se encuentran desoxigenadas tienden a unirse unas
a otras formando polimeros. Estos agregados
moleculares alargan la célulay le dan un aspecto de
media lunalesionando también lamembranacelular,
de manera que las células se vuelven muy fréagiles y
son propensas aimpedir el curso de lasangre através
de los tejidos causando una disminucién adicional de
la tension de oxigeno /2/.

El proceso de polimerizaciénde laHb S/3,4/
constituye el proceso molecular base de la
anemiadrepanociticay esinfluida por maltiples
factores, entre ellos, el porciento de oxigenacion
de la hemoglobina (Hb), la concentracién de la
HbS, la temperatura, el pH de la solucién, y la
presencia de otras hemoglobinas. El factor
fundamental que determina la polimerizacion de
laHb S es lapresion parcial de oxigeno, porque
de ella depende la relacién Hb oxigenada — Hb
desoxigenada (oxi HbS - desoxi HbS).

Los métodos de resonancia magnética, por
sus posibilidades reales parael estudio del mundo
biolégico, hantenido unauge ensuaplicacion al
estudio de proteinas /5/, en particular de las
hemoglobinas/6/. El Centro de Biofisica Médica
ha estado trabajando en el entendimiento del
proceso de polimerizacidn de laHb S en aras de
encontrar mejores diagndsticos y tratamientos
médicos para la enfermedad.

Una de las lineas de trabajo ha sido
caracterizar el sistema "Solucion de Hb S" donde
se han obtenido algunos resultados importantes.
Hasta la fecha se han caracterizado diferentes
parametros del sistema tales como: el tiempo de
demora (td) /7/, el tiempo de correlacién de la
molécula de hemoglobinay del agua asociada a
esta (tcH,0) de forma cualitativa, la
microviscosidad (n), los gradientes de campo
eléctricos /8/, las interacciones moleculares

(factor de Kraudin) /9/, entre otros. Es por ello
que tomando como referencia las caracteristicas de
paquetes de eritrocitos en individuos sanos y en
pacientes drepanociticos, se pondra a andlisis el
comportamiento de estos durante la polimerizacion.

Existe una tendencia a emplear como
evaluacidn del estado del paciente drepanocitico
no solo su cinética de polimerizacién, sino el
valor inicial del estado de dicha solucion de Hb
o del paquete de eritrocitos, lo cual como
medida cuantitativa de la polimerizacion o el
grado de su desarrollo, se obtiene en un menor
tiempo que las evaluaciones realizadas
anteriormente en nuestro laboratorio bajo
condiciones controladas de pH, temperatura y
bajo una desoxigenacidn espontdnea. Es por
esto que pretendemos evaluar la relacion de la
del paquete de los eritrocitos reflejado en el
Hematocrito (Hto) respecto al comportamiento
de los tiempos de relajacion protonica a bajos
campos con ayuda del equipo GIROMAG 02.

Los tiempos de relajacion T1 y T2 van a
proporcionar una valiosa informacion sobre la
muestra, debido a que estdn asociados a
procesos relacionados tanto con la interaccidn
entre los espines nucleares y sus entornos
moleculares (T1), como vale interacciones entre
los propios espines nucleares (T2).

Objetivos: Determinar la relacién entre el
Hto del paquete de eritrocitos y los tiempos de
relajacion T1 y T2 en pacientes sanos y en
pacientes drepanociticos.

Tiempo de relajacién longitudinal T1

Este tiempo estd asociado a la relajacidn
longitudinal por la que la colectividad de espines
nucleares recuperael equilibrio térmico mediante
transiciones entre los estados de espin - %
(mayor energia) y + % (menor energia),
recuperando la magnetizacién longitudinal (en
el eje z). El equilibro térmico se alcanza tras
intercambios de energia asociados a dichas
transiciones. Este fendmeno es debido al acoplo
entre los espines nucleares y sus entornos
moleculares y se denomina relajacién espin-
red.
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Para medir este tiempo se usan secuencias
multipulso, es decir se generan varios pulsos de
radiofrecuencias separados por intervalos de
tiempo determinados. Estas secuencias
multipulso, permiten revelar diferentes
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caracteristicas de las muestras y son la base de
la espectroscopia RMN moderna /10/.

En este caso se pueden usar dos secuencias
diferentes:

a) Técnica de recuperacion de saturacion:

i
; [11]

M.=M ;i 1- exp[—

CIE

Tiempo después del pulso

Fig.1 Técnicade recuperaciondesaturacion.

Comovemos, enlafigural, se usansecuenciasde
dos pulsos de 90° separados por un tiempo (t)
determinado. El primer pulso tumba lamagnetizacion
al plano xy, es decir anula Mz, luego se deja que la
magnetizacion se recupere durante un tiempo (t) y
finalmente se vuelve a tumbar al plano xy para poder
medirla (recordar que el espectrometro media la
componente x). Variando el tiempo (t) se obtienen
puntos que se ajustan a una exponencial decreciente,
obteniendo T1 como parametro del ajuste.

b) Técnica de recuperacion de inversion: Tieneel
mismo fundamento que el método anterior, solo que
en este caso el primer pulso de las secuencias es de
180° (invierte el sentido de la magnetizacién) y por
tanto la curva resultante es:

M, () = M,(L—2¢"%) (1)

Tiempo de relajacién transversal T2

Este tiempo estd asociado a la relajacion
transversal, mediante la cual los espines nucleares
dejan de precesionar perdiendo, de este modo, la
magnetizacion transversal (en el plano xy). Este
desfase es producido por tres fenémenos:

 Interacciones entre espines: es la causa
fundamental, debida a la interaccién directa entre
pares de espines, por ello se denomina relajacion
espin-espin.

* Desplazamiento quimico: nucleos condiferente
desplazamiento quimico precesan a diferentes
frecuencias.

* Inhomogeneidades en el campo magnético
externo: ndcleos bajo diferentes valores del campo
magnético externo precesan a diferentes
frecuencias.

Debido a las heterogeneidades del campo
magnético (AH,) la disminucion de la
magnetizacion transversal difiere de la causada
por el T2 propio del sistema, por lo que aparece
un nuevo valor conocido como T2*. Larelacion
que existe entre ambos valores de T2 esta dada
por la expresion /11/:

1* i+i+;/AH0
T2 Tl T2

)
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Paramedir el tiempo de relajacion transversal
o0 espin—espin existen dos secuencias de impulsos
bien conocidas. La primera de ellas es la serie
de Carr-Purcell, la que consiste en aplicar
inicialmente un pulso de rf de 90°, el que hara
que la magnetizacion cambie de direccionzala
direccién x o y en dependencia de la ubicacion
de dicho pulso. Seguidamente, al cabo de un
tiempo t cuando el sistema comienzaarelajarse
producto a los propios mecanismos de relajacion
y heterogeneidades del campo, se aplica un
pulso de 180° que hace rotar la magnetizacion
en ese mismo angulo; esto provocara que los
momentos magnéticos que se habian desfasado
se vuelvan a reenfasar al cabo de un tiempo 2 1,
donde se obtendré el eco de espin. Si repetimos
varios pulsos de 180° separados por un tiempo t
hasta que el sistema se relaje totalmente
obtendremos una exponencial decreciente dada
por la envolvente de las amplitudes de los ecos
que se obtendran /10/.

® Materiales y método

Obtencién de las muestras de
hemoglobina

Las muestras de Hb A fueron obtenidas a
partir de sangre total venosa de individuos
voluntarios del Banco de Sangre Renato Guitart
Rosell, y las muestras de Hb S fueron obtenidas
a partir de sangre total venosa de individuos que
padecen la enfermedad, las cuales forman parte
de los analisis que se le realizan mandadas por
el médico. Estas fueron procesadas segun la
metodologia empleada en el laboratorio, la cual
incluye extraccién del plasma por aspiracion,
después de extraer el plasma, el concentrado de
globulos rojos fue lavado tres veces con buffer
fosfato salino (PBS, pH 7.4, SIGMA Chemicals
Co.). El plasma y el Buffer después de cada
lavado fueron extraidos por aspiracion una vez

centrifugada la muestra. Después se paso a la
hemolisis por congelacion /12, 13/, obteniéndose
finalmente la solucién de hemoglobina deseada,
de la que se preparan muestras de 400 ul en
ampulas para RMN.

Obtencién de la densidad de un
paquete de glébulos rojos

Paralaobtencion de ladensidad de un paquete
de glébulosrojos se hizo mediante el picndmetro
/14, 15/. Lamedicion del Hematocrito se realiz6
por centrifugacion /16,17/.

Método de RMN para la determinacién
de T, T,

Los tiempos de relajacion T, T, fueron
determinados en el Relaxdmetro Universal
Cubano Giromag 01® a la frecuenciade 4 MHz.
Para ello se emplearon las series de impulsos
inversion por recuperacion (180°- 7-90°), de Hahn
(90-7-180) respectivamente /11/. La
determinacion de T, se efectud por el método

paso por cero.
® Resultados y discusion

Resultados

Experimento 1. Relacion entre el
hematocrito y los tiempos de relajacion T1,
T2, para donantes sanos y para una bolsa de
sangre

Con el objetivo de hallar la correlacion del
hematocrito con los tiempos Tl y T2 para
caracterizar la densidad del paquete de glébulos,
se hallé la relacion entre el hematocrito y los
tiempos de relajacion T1, T2, para donantes
sanos y para una bolsa de sangre. La discusion
de estos resultados se facilita mediante el analisis
de las siguientes gréficas:
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Grafico 1. Dependenciadel T1conel Hematocrito
paraunabolsadesangre.
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Grafico2. Dependenciadel T2 conel Hematocrito
paraunabolsadesangre.
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Grafico 3. Dependenciadel T1conel Hematocrito
paradonantessanos.
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Gréafico4. Dependenciade T2 conel Hematocrito
paradonantessanos.

Ladependenciade lostiempos T1ly T2 conel
Hematocrito demuestra una dependencia no
lineal entre los mismos, lo que nos indica que es
necesario controlar el valor del hematocrito en
la preparacién de las muestras para que no
existaunavariacion de los tiempos de relajacion
iniciales; lo que permite evaluar la relacién
entre las fracciones del agua intracelular y
extracelular. Otro aspecto importante es que en
la determinacion del Hematocrito se necesita
mucho menos muestras y si se realiza por la
técnica de microhematocrito, es insignificante

la cantidad de muestraautilizar,comparandolo con
la empleada en la relajacion (400 uL).

Experimento 2. Relacion del Hematocrito
con los tiempos Tl y T2 para pacientes
drepanociticos

Con el objetivo de hallar la correlacion del
hematocrito con lostiempos T1y T2 paracaracterizar
la densidad del paquete de gldbulos, se hall6 la
relacionentre el hematocritoy lostiempos de relajacion
T1, T2, para pacientes drepanociticos. La discusion
de estos resultados se facilita mediante el analisis de
las siguientes graficas:
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Gréfico5. Dependenciadel T1conel Hematocrito
parapacientesdrepanociticos.
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Grafico6. Dependenciadel T2 conel hematocrito
parapacientesdrepanociticos.

Experimento 3. Medir la densidad y el hematocrito y hallar la relacién entre el mismo y los valores

de T1y T2 para donantes sanos

Con el objetivo de hallar la correlacion del hematocrito con la densidad y con los tiempos T1y T2, para
caracterizar ladensidad del paquete de glébulos, se realizo el estudio paraunabolsa de sangre. A continuacion

se muestran los siguientes graficos:

—u—Htn

LivearthorDensidad_Hto

10
o5
o=

o7 -

Hto

o5

os

o3 T T T T

1,m 1,0+ 1,05

T T T T 1
108 iar 102

DENSIDAD
Grafico7. Relacion de ladensidad del paquete de eritrocitos
conel Hematocrito.

La dependencia entre la velocidad de relajacion
T1 y la densidad de Hb es lineal para las cinco
concentraciones mas diluidas, lo mismo ocurre para
la dependencia de la velocidad de relajacion T2 y la
densidad de Hb representada en el gréafico 9.

De los anélisis correspondientes a la dependencia
de la velocidad de relajaciéon con la densidad, se
concluye que esta solo mantiene un comportamiento
lineal en la regiones muy diluidas, si lacomparamos
con laconcentracion de Hb normal dentro del glébulo

rojo que es de 32 g/dL. Esto dice que al evaluar la
dependencia de este pardmetro en el paquete de
glébulosrojosse encontrard unadiferenciasignificativa
segun su densidad, dado por dos aspectos el primero
su concentracion y el segundo por la naturaleza de la
Hb, ya que en la anemia drepanocitica, esta
mayoritariamente polimeriza, aumentado asi su
concentracion relativa, y por lo tanto, unido a la
perdida de agua del glébulo, su densidad serd mayor
que en los individuos sanos.
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Grafico9. Relaciondeladensidad del paquete
deeritrocitoscon T1.

Conclusiones

¢ La dependencia de la densidad de solucién
de Hb con el Hematocrito es lineal.

¢ La dependencia no lineal del hematocrito
con los tiempos de relajacion y fundamentalmente
para valores altos mayores de 0,95; permite
disminuir la variabilidad experimental en los
valores de los T1 y T2 cuando se preparan
paquetes de glébulos con valores de hematocritos
altos.
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