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RESUMEN

Este trabajo tiene como objetivo, evaluar las posibilidades de aplicacion de la Resonancia
Magnética Nuclear en la Hematologia, utilizando la velocidad de relajacion protonica espin-espin
(R2)) a 4 MHz y 20 °C, para evaluar la viscosidad dindmica, e identificar la dependencia
matematica entre ellas, lo que permitira proponer un procedimiento experimental para estos
propdsitos. Se evaluaron diferentes disoluciones de glicerina y plasma sanguineo, para establecer
la relacion matematica entre la viscosidad y la velocidad de relajacion, encontrandose una
dependencia lineal entre ambas. Se demostrd que es imprescindible construir las calibraciones
utilizadas en muestras de plasma, para tener en cuenta de forma apropiada la fraccion de agua
enlazada a las proteinas, pardmetro que determina la relacién entre magnitudes estudiadas.
Ademas, se logra un procedimiento experimental, que sienta las pautas para la aplicacion del
método en pacientes afectados con mieloma multiple y anemia drepanocitica.

Palabras clave: viscosidad dindmica; velocidad de relajacion protonica y hematologia.

ABSTRACT

This work aims to evaluate the application possibilities of Nuclear Magnetic Resonance in
Hematology, using the spin-spin proton relaxation rate (R,) at 4 MHz and 20 °C to evaluate the
dynamic viscosity and identify the mathematical dependence between them, which will allow to
propose an experimental procedure for these purposes. Different solutions of glycerin and blood
plasma were evaluated to establish the mathematical relationship between viscosity and relaxation
rate, finding a linear dependence between both. It was shown that it is essential to build the
calibrations used in plasma samples, to appropriately take into account the fraction of water bound
to proteins, a parameter that determines the relationship between the magnitudes studied. In
addition, an experimental procedure is achieved that sets the guidelines for the application of the
method in patients affected by multiple myeloma and sickle cell anemia.

Keywords: dynamic viscosity; proton relaxation rate and hematology.
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INTRODUCCION

La viscosidad dinamica del plasma (n) se ha utilizado
como un parametro de evaluacion clinica en pacientes
propensos al sindrome de hiperviscosidad,* el cual
puede aparecer en enfermedades como: la policitemia,
la macroglobulinemia de Waldenstrom, el mieloma
multiple (MM), la leucemia, el asma, la anemia
drepanocitica (AD) 'y en los accidentes
cerebrovasculares (ICTUS).@29 La viscosidad objeto
de estudio, puede ser determinada empleando los
instrumentos tradicionales,?) siendo el viscosimetro
capilar de Harkness el recomendado,® por el Comité
Internacional de Estandarizacion en Hematologia. Sin
embargo, estos viscosimetros utilizan un volumen de
muestra igual o superior a 2 mL, aunque puede llegar
a mas de 10 mL, ser afectados por la turbidez de la
muestra y  necesitan  ser lavados  entre
determinaciones, haciendo el proceso de medicion
complejo y largo en el tiempo.

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) ha sido
utilizada para medir n en muestras de plasma.® Se
toma un conjunto de muestras de plasma de
viscosidad diferente 'y conocida (determinada
utilizando un método tradicional de viscosimetria
como referencia), y se adicionan particulas
superparamagnéticas para observar su agregacion bajo
el efecto de un campo magnético. Se determina el
efecto de este proceso de agregacion sobre el tiempo
de relajacion magnética protdnica transversal (T>), y
se grafica en funcién de la viscosidad de cada
muestra, previamente determinada para obtener una
curva de calibracién. Con dicha curva es posible
determinar la viscosidad dinamica de una muestra
cualquiera de plasma, a partir de la determinacion del
T,. Sin embargo, este método requiere la adicion a la
muestra en estudio de un agente externo (particulas
superparmagnéticas), lo cual pudiera afectar las
interacciones entre los componentes del plasma, y
modificar n.

En un trabajo previo, el grupo de Aplicaciones
Médicas de la Resonancia Magnética Nuclear del
Centro de Biofisica Médica de la Universidad de
Oriente, utiliz6 la resonancia Magnética para evaluar
la viscosidad cinemética (v) de muestras de plasma.
Se emple6 una curva de calibracion de la velocidad de
relajacion spin reticulo (1/T;) en funcién de v
obtenida, utilizando disoluciones acuosas de glicerol
de viscosidad conocida. Sin embargo, para obtener n
se requiere la determinacion adicional de la densidad
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los comportamientos diferentes de la viscosidad
dindmica en las muestras de glicerol y plasma, pueden
conducir a errores en la determinacion de n utilizando
este método.®

El presente trabajo se relaciona con la biofisica, las
aplicaciones de la resonancia magnética y la
hematologia, proponiéndose un  procedimiento
experimental para la determinacion de la viscosidad
dindmica, utilizando la velocidad de relajacion
protonica espin-espin (R2) a 4 MHz y 20 °C en
muestras de plasma sanguineo. Comparando los
valores de viscosidad dindmica obtenidos utilizando la
resonancia magnética nuclear, con los determinados
empleando el viscosimetro de Ostwald para las
mismas muestras de plasma sanguineo. Evaluando
con el método de RMN desarrollado, la viscosidad
dinamica en pacientes afectados con  mieloma
multiple y anemia drepanocitica.

MATERIALES Y METODOS

Determinacion de la viscosidad con el viscosimetro
de Ostwald

Para determinar la viscosidad de la solucion de
proteinas, se emple6 un viscosimetro capilar de
Ostwald (Figura 1), como método de referencia.) Se
midié el tiempo (At) en que el volumen de la muestra,
tarda en pasar entre las marcas superior e inferior del
viscosimetro. En este caso, se empled 10 mL de
volumen, teniendo en cuenta la capacidad del
viscosimetro. Una vez determinado el At, se
determind la viscosidad cinematica (v), segin la
ecuacion (1):®

v =k*At 1)
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Fig. 1- Viscosimetro de Ostwald
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Conociendo la densidad del liquido (p) en cuestién, se
evalua la viscosidad dindmica (1) segun ecuacion (2).

v=11
P )

En la determinacion experimental del coeficiente (k)
del viscosimetro, se tomaron 10 mL de agua destilada
a la temperatura de 20 "C, y se determina (diez veces),
el tiempo que demora el fluido en pasar las dos marca
del capilar (t). Luego se busca en la literatura la
viscosidad y la densidad del agua a la temperatura del
experimento Yy, utilizando las ecuaciones (1) y (2), se
despeja k.®) Para el caso de este viscosimetro k =
(1,41 + 0,04)*10-7 m?/s°.

Conociendo el coeficiente k del viscosimetro para una
muestra determinada, se calcula la viscosidad
cinematica (ecuacion (1)), pero para ello se debe
multiplicar la viscosidad cinematica por la densidad
del liquido a la temperatura de trabajo.

Curvas de calibracion

Para la construccion de las curvas de calibracion, se
tomaron bolsas suministradas por el banco de sangre,
obtenidas a partir de voluntarios aparentemente sanos,
y se les extrajo 40-45 mL de sangre total. Luego, se
preparé un set de muestras de calibraciébn mediante
disoluciones continuas de las soluciones de proteinas
(12-15 mL) con Buffer Fosfato Salino (PBS), pH 7,4
(Sigma Chemical Co, Kewdale, Australia) y/o
solucion salina fisioldgica. Se determind la viscosidad
de las soluciones de proteinas, primero por el
viscosimetro de Ostwald y luego el T2 por RMN para
ajustar los valores graficados de 1/T, vs n.

Para construir la curva de calibracion se representaron
los valores de 1/T, en el eje de las ordenadas y los de
n en el de las abscisas.&2101112 ) Se realizaron tres
curvas de calibracion, como minimo, por cada
solucion de proteinas, para promediar las pendientes y
minimizar el error de la determinacion. En los tres
experimentos, para la construccion de las curvas de
calibracion, las diluciones se realizaron hasta 0,90
mPa-s, valor de la viscosidad del solvente utilizado, es
decir, el PBS o solucion salina.

Para la validacién, se compararon estadisticamente los
valores obtenidos por el viscosimetro de Ostwald, y
los desarrollados por el método de resonancia. Una
vez validados dichos métodos, las curvas obtenidas se
emplearon en muestras de pacientes afectados por
enfermedades, en las cuales se alteraban las
viscosidades del plasma,{2111213

La viscosidad dindmica en plasma sanguineo puede
ser medida en el rango entre 20-37 °C. Se puede
medir a una temperatura y después incrementar o
disminuir (en dependencia del intervalo de
temperatura utilizado) un 2.4 % por cada grado
Celsius de variacién, hasta la temperatura deseada. ¥

Determinaciones experimentales de T,
Para la medicion de T, en muestras de disoluciones de
proteinas se empled la consola LapNMR de Tecmag
acoplada a un amplificador de RF, TOMPCO, de 250
W de potencia méxima de salida. La salida del
amplificador se conectd, a través de un duplexor, a un
sensor sintonizado a la frecuencia de trabajo. Se
emplea un iman permanente con un campo magnético
Bo de 0,095 T (fo = 4,07MHz). El mismo sensor
empleado para la excitacion, se utilizd para la
recepcion de la sefial de RMN, la cual fue
amplificada, empleando un preamplificador Tecmag
de 45dB de ganancia y una cifra de ruido de 1,1 dB.
La salida del preamplificador se conecté a la entrada
de la consola LapNMR.®
Para la determinacion del tiempo de relajacion spin-
spin (Ty), se empled la serie de impulsos Carr-Purcell-
Meiboon-Gill (CPMG), la cual consiste en un arreglo
de pulsos de radiofrecuencias, que mueven el vector
magnetizacion 90° y 180°. Se proporciona al sistema
un pulso de 90° para obtener a continuacion una sefial
de induccion libre (SIL), y al cabo de un tiempo [J, se
proporciona un numero N de pulsos de 180°
(separados en 2 t y desfasados 90° del pulso inicial),
para obtener en el valor temporal de t, con respecto a
cada pulso de 180°, un eco.®>%9
Como consecuencia de los procesos de relajacion y la
difusion dentro de la muestra, la amplitud de los ecos
disminuye de forma exponencial, de acuerdo con la
ecuacion (3).

Dt?

212
A(2mT) = Ayexpl- %)exp (-L225 2ma)

©)
Procesamiento de datos experimentales

Para el célculo de los valores de tiempo de relajacion
a partir de las sefiales obtenidas, se utilizd una
herramienta de software (CoRex), empleando
MATLAB® R2018a (MathWorks, Massachusetts,
USA). Los datos de entrada son tomados de los
ficheros de salida de los experimentos de relajacion
magnética de la consola Tecmag®. Este algoritmo
aparece inscrito en el registro de creaciones literarias
y artisticas con el nimero 0137-01-2024. Se evaluo la
exactitud y precision del algoritmo propuesto con
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resultados satisfactorios. Estos muestran, que los
valores obtenidos por ambos métodos estan
fuertemente correlacionados (r > 0,90), y existe
concordancia entre los mismos, con incertidumbres
inferiores al 3 %.

Andlisis estadisticos desarrollados

Fueron empleadas muestras de individuos controles
para contrastar los métodos desarrollados, asi como,
pacientes con Anemia Drepanocitica y pacientes con
Mieloma Multiple, para evaluar su utilidad médica. Se
comprob6 la normalidad de todos los datos
analizados, utilizando el programa estadistico
Statgraphics Centurion VI.

En todos los casos, se comprob6 que los valores de
“n” mencionados eran suficientes para asegurar, que
el estimado de la media poblacional (i) se encontraba

— S —
X——t"a<psX+—t""

S n-1
en el intervalo *~ V5" V515 con 0=0,05 (95
% de confiabilidad), para una incertidumbre igual o
menor al 4 %. Aqui X y s?son la media y la varianza
tn_& L 1=a

muestral, y 7zes el percentil, /2 de Ia
distribucién t-de Student con n-1 grados de libertad.
Lo mismo se cumpli6 para las determinaciones de (1))
en el viscosimetro de Ostwald y en el equipo de
resonancia magnetica, en las cuales se hicieron diez y
tres repeticiones, respectivamente.

Se realiz6 un test de Fisher, para determinar si
existia diferencia estadistica significativa entre

las desviaciones estandar de los distintos
conjuntos de datos.
Los wvalores de (n) fueron reportados como

=t

n 2.
Se empled el test de Student para la comparacion
entre medias, con grados de significacién entre
a=0,001 y a=0,05. Para la comparacion de
medias, cuando las varianzas se diferencian en, al
menos, un orden de magnitud, se empleo la prueba de
observaciones pareadas.? Para el anélisis de la
calidad de la regresion lineal en cada una de las
curvas de calibracion, se analizd el coeficiente de
determinacién (r?), siendo este el cuadrado del
coeficiente de correlacion (r); también se llevo a cabo
un analisis del grafico de residuales.

Obtencion de curva de calibracion para patrones
de glicerina

Para determinar la viscosidad dindmica (n) con
métodos de Resonancia Magnética Nuclear (RMN), se

necesita encontrar una relacion experimental o tedrica
entre el parametro de RMN que se estd determinando
T, y n. Un procedimiento usual es, construir una
curva de calibracion utilizando como sustancia patron
disoluciones acuosas a distintas concentraciones de
glicerol. 219 | os resultados de este procedimiento,
obtenidos durante el desarrollo de este trabajo, se
muestran en la figura 2.

0.008

T = T = T ¥ T ¥ T L T = T

0.007 ~1: —
®  Glicerol y agua

0.006 |

0.005 -
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1 ,‘T:(ms‘| )
u

0.003 .

0.002 -

0001 - = -
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Fig. 2- Curva de calibracién obtenida en disoluciones acuosas de
glicerol de diferentes viscosidades

En la figura se observa, que existe una relacion
directamente proporcional entre la velocidad de
relajacion y la viscosidad cinematica de la glicerina,
mostrando una dependencia lineal (r* = 0,995 06)
dada por la ecuacion (4). A partir de la curva de

calibracion de la figura 1 se obtuvo la ecuacion (4),
la cual seré utilizada para el célculo de viscosidad a
partir de los tiempos de relajacion (T,) de una
muestra de plasma dada.

L= 0,000 166 063 1 + 0,000 702 422

n @)

Obtencion de curva de calibracion para patrones de
plasma sanguineo

Se precisa disponer una curva de calibracion en
plasma, para garantizar una correspondencia entre la
muestra utilizada para la calibracién y la muestra en
estudio. Esto fue implementado diluyendo plasma con
PBS hasta tener muestras con diferente concentracion
y diferente n. Se encontr6 un comportamiento lineal
(r* = 0,994 01), como se muestra en la figura 3,
obteniéndose la ecuacion (5):

1/T, = 0,001 45n — 0,000 664 23 (5)

donde las unidades de T, (ms') y m (mPas),
respectivamente.
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Fig. 3- Curva de calibracion obtenida en disoluciones acuosas de
plasma sanguineo de diferentes viscosidades

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se muestran los valores de n en muestras
de plasma de individuos controles, obtenidos con el

viscosimetro de Ostwald y el método de RMN
desarrollado, utilizando las calibraciones realizadas,
donde puede observarse que los valores de viscosidad
obtenidos con el viscosimetro de Ostwald (n= 1.45 £
0,06 mPas) coinciden con los valores de viscosidad
reportados en la literatura para el plasma, a la
temperatura de trabajo (n= 1,68 + 0,11 mPas).¢1?

En la figura 4 se muestra un grafico de cajas y bigotes
de la distribucion alrededor de la media de los datos de
viscosidad obtenidos por el viscosimetro de Ostwald y
usando el método de RMN (calibracién con glicerol y
agua), para una comparacion de observaciones pareadas,
con el p-valor inferior al grado de significacion escogido
(0,05). Con la comparacién realizada se puede decir que
existe una diferencia estadistica significativa entre
ambos métodos.

El resultado obtenido en la figura 4 indica la
necesidad de realizar un andlisis tedrico que explique
la relacion entre el T, y n en disoluciones acuosas de
glicerol y en disoluciones acuosas de plasma, la cual
se explica a continuacion.

Tabla 1-Valores de n en muestras de plasma de individuos controles, obtenidos con el viscosimetro de Ostwald y el método de RMN

desarrollado utilizando las calibraciones realizadas

1 (mPas) 1 (mPas) 1 (mPas)
No. de mediciones Viscosimetro de Método RMN calibracién glicerol + Método RMN, calibracion plasma +
Ostwald agua PBS
1 1,40 6,91 1,83
2 1,44 5,92 1,70
3 1,41 5,57 1,66
4 1,64 7,11 1,85
5 1,52 6,25 1,74
6 1,38 7,13 1,86
7 1,52 5,93 1,70
8 1,50 6,71 1,80
9 1,42 5,32 1,63
10 1,47 7,36 1,89
11 1,43 5,40 1,64
12 1,50 5,54 1,65
13 1,48 5,84 1,69
14 1,47 5,07 1,59
15 1,42 5,10 1,60
16 1,47 5,74 1,68
17 1,43 4,75 1,55
18 1,39 4,78 1,56
19 1,34 4,03 1,46
20 1,44 5,99 1,71
21 1,40 4,81 1,56
Valor medio 1,45 5,77 1,68
Desviacion estandar 0,06 0,89 0,11
Error relativo (%) 4,43 15,49 6,81
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Fig. 4- Gréfico de cajas y bigotes de la distribucion alrededor de la media de los datos de viscosidad, obtenidos por el viscosimetro de
Ostwald usando el método de RMN (calibracién con glicerol y agua)

En mezclas de glicerol y agua, el comportamiento de

la relajacion magnética transversal (T,) estad

determinado por el modelo de Bloembergen, Purcell y

Pound,®? segiin la ecuacién (6):
1 5tp

C [3tx + b TR
—_ = T
R w?td 1+ 4w?td (6)

T, 1+
donde
C= 7*10° 1/s* valor medio cuadratico de la energia de
interaccion dipolar.®
® = Bo (y= 2,675*10%rad/ST): frecuencia de Larmour.
tr: tiempo de correlacion rotacional del soluto.

Utilizando el modelo de Debye para correlacionar tr
con mn; considerando el radio de la molécula de
glicerol (r = 4,35 *10™°m), la temperatura de trabajo
(T =20°C) y el rango de n, utilizado en la figura 4 (1
mPas-36 mPas); es posible considerar ©® 1r° < 1, y
obtener de las ecuaciones (7 y 8):

1 16mcr3
T, KT @
KT
n= 16mcr3T, (8)
donde

K: constante de Boltzman.
T: temperatura absoluta.
En disoluciones acuosas de proteinas, el T, obtenido a
partir de la determinacion por RM, esta afectado por
el intercambio rapido de moléculas de agua entre las
fases enlazada (a) y libre (L) del agua (ecuacion 9):

1 P, P,

_ =4 =

T, Ta Ty 9
donde
Po y To: fraccibn y el T, del agua enlazada,

En soluciones diluidas de proteinas,
considerar, que P> P,y To = (2,5-3 5) >>Th,.
Entonces la ecuacién (9) puede ser escrita como (10):

se puede
(18,19)

1 P
T, Ty (10)
Considerando, que el mecanismo de relajacion

dominante en disoluciones acuosas de proteinas es la
interaccion  dipolo-dipolo,?® la  velocidad de
relajacion del agua enlazada puede escribirse segun la
ecuacion (10), donde el agua se esta considerando
fuertemente enlazada a las moléculas de proteinas.
Si se considera la albumina como el contenido
principal del plasma, y esta proteina como un
elipsoide prolato (axialmente simétrico, con igual
coeficiente de difusion rotacional del movimiento en
dos de sus ejes, con un semieje mayor (a) y dos
semiejes menores iguales by c, talquea> b =c), y el
radiovector que une los dos protones en la molécula
de agua irrotacionalmente enlazada (¥) paralelo al
semieje mayor del elipsoide (a), entonces la relacion
entre g y 1 se puede escribir segin (11 y 12):@
32mn(a* — b%)
" 18KT[(2a? — b2)S — 24] (11)

5= 2(a2 b3 Zinfla + (@ — D26} (12)
donde
a= 14,1*10°m, semi-eje mayor de la Albimina.
b= 4,1*10°m, semi-eje menor de la Albimina.
A partir de la ecuacion (10), y utilizando el reporte del
viscosimetro de Ostwald para m en muestras de
plasma (Tabla 1), es posible comprobar que tr = 10,
y 2tr2 ~ 631; entonces, de las ecuaciones (8), (10),
(11) y (12) se obtiene (13):

32mn(a* — bH)

TR

: — = 3CP,
respectivamente. T, “18KT[(2a% — b?)S — 2a] (13)
PLy To.: fraccion y el T, del agua libre.
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Usando C y los valores de los semi-ejes de la
Albumina (a y b) se obtienen (14), (15) y (16):

1
— = 14300000P,7

Ty (14)
~ 1

7= 14300000PaT; (15)
1

fa = 143000001T, (16)

La ecuacion (14) dice, que la viscosidad dindmica en
las muestras de plasma no solo se relaciona con To,
sino también con Pa, mientras que en el caso de las
mezclas de glicerol y agua, no hay dependencia con la
fraccion de agua enlazada (ecuacion 8). Esto indica
que en la calibracion construida con mezclas de
glicerol y agua esta faltando la informacion relativa a
la fraccion de agua enlazada, que contribuye a la
viscosidad en el plasma. Ademas, la naturaleza (forma
y dimensiones) de ambas moléculas (glicerol y
albimina) son diferentes. Por todo lo anterior, no es
posible utilizar la calibracion de glicerol y agua para
determinar la viscosidad de muestras de plasma
sanguineo.

Aplicacion del método de RMN en muestras de
pacientes con Anemia Drepanocitica y Mieloma
Multiple

Para evaluar la utilidad del método de RMN
recomendado, este fue utilizado para determinar n en
pacientes que sufren Mieloma Multiple y Anemia
Drepanocitica, segun el procedimiento propuesto
(Tabla 2).

Tabla 2- Valores de viscosidad determinados por el método
RMN en Pacientes con Mieloma Mdltiple y Anemia
Drepanocitica

plasma sanguineo. Se demuestra matematicamente la
dependencia entre n y el T, en plasma sanguineo,
demostrandose que la velocidad de relajacion es un
parametro confiable que permite el célculo de la
viscosidad dindmica. Se evalud la efectividad del
procedimiento propuesto para la determinacion de la
viscosidad dinamica en pacientes con enfermedades
como la Anemia Drepanocitica y el Mieloma
Mdltiple, las cuales hacen propensos a los pacientes a
padecer el sindrome de hiperviscosidad.
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