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RESUMEN

La viscosidad de la hemoglobina humana es un parametro novedoso para evaluar clinicamente
patologias que modifican la reologia sanguinea. En este trabajo de revision se analizan sus valores
en disoluciones de concentracion cercana a la intracelular y suspensiones de globulos rojos, asi
como los fundamentos tedricos y métodos experimentales utilizados en su determinacién, para
crear referencias Utiles en el desarrollo de nuevas aplicaciones médicas o en el empleo de las
existentes. Se incluyen determinaciones realizadas con viscosimetria (capilar, rotacional, “cuerpo
descendente”), resonancia paramagnética electronica (RPE) y resonancia magnética nuclear
(RMN). Los métodos més adecuados para evaluar la viscosidad en disoluciones de hemoglobina
son la viscosimetria (6 mPa.s, 37 °C) y la relajacion magnética nuclear (11 mPa.s, 20 °C). La RPE
y los restantes métodos basados en RMN estiman valores de micro-viscosidad (1,5 mPa.s-2,0 mPa
S) que pueden corregirse para obtener la viscosidad de la disolucion.

Palabras clave: viscosidad; hemoglobina; globulos rojos; EPR; NMR.

ABSTRACT

Hemoglobin (Hb) viscosity is a high-novelty parameter used for the clinical evaluation of
pathologies in which the blood rheology is modified. In this revision work we analyze its values in
solutions of Hb with near-intracellular concentration and in red blood cells (RBC) suspensions, as
well as the theoretical basis and the experimental methods designed for its determination, to create
references to be used in the development of new medical applications and during the use of the
already created methodologies. Experimental evaluations, using viscometry (capillary, rotational
and “falling body”), paramagnetic electronic resonance (EPR) and nuclear magnetic resonance
(NMR), have been included. The most proper methods to evaluate Hb viscosity are viscometry (6
mPa. s, 37 °C) and nuclear magnetic relaxation (11 mPa. s, 20 °C). EPR and the other NMR-based
methods estimate the micro-viscosity (1,5 mPa. s-2,0 mPa. s) and can be corrected to evaluate Hb
Viscosity.

Keywords: viscosity; hemoglobin; red blood cells; EPR; NMR.
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INTRODUCCION

El incremento de la viscosidad dindmica absoluta de
la sangre total (UST),(l’g) provoca efectos negativos en

la hemodinamica humana,®4® incluyendo el
sindrome de hiperviscosidad sanguinea,®? y puede
contribuir a la fisiopatologia de diferentes
enfermedades o0 condiciones clinicas como:
policitemia, macroglobulinemia de Waldenstrom,
mieloma mdltiple, leucemia, artritis reumatoidea,
asma, accidentes vasculares encefalicos,
enfermedades cardiovasculares, anemia drepanocitica
(AD), diabetes mellitus, enfermedades infecciosas,
embarazo, fumadores y vida en grandes
alturas.(8‘9'10‘”’12'13'14'15'16'17'18'19) La Nsr se incrementa
con el aumento del hematocrito (H), la viscosidad
dindmica absoluta del plasma sanguineo (np), y la
agregacion de los globulos rojos (GR); asi como con
la disminucion de la deformabilidad celular y la
temperatura; decreciendo exponencialmente con el

incremento de la velocidad de
Corte (20,21,22,23,24,25,26,27,28,29,30)

La deformabilidad celular®® en la sangre, esta
determinada por la deformabilidad de los GR: los
glébulos blancos (GB) son rigidos y no deformables,
debido a su ndcleo y al contenido granular de su
citoplasma;©? sin embargo, como el conteo de los
eritrocitos es mucho mayor que el de los GB,®? los
primeros dominan el aporte a la deformabilidad
celular sanguinea.® Para valores de H > 0,50, la
sangre se mantiene fluida gracias a la deformabilidad
caracteristica de los GR, sin ella la sangre podria ser
un gel para valores de H = 0,70. O Es por ello, que

en la AD, donde los GR son rigidos, la 7IsT se
incrementa a bajos valores de H, causando
hipertension arterial .(?

La deformabilidad celular depende del tamafio y la
forma de los eritrocitos, la composicion de la
membrana celular y la estructura de su citoesqueleto,
la velocidad de eritropoyesis, la edad celular, traumas
previos sufridos por la célula, la temperatura (por
ejemplo, en casos de hipotermia) y de la viscosidad de

la disolucion de hemoglobina (Hb) intracelular (7b)

931 por ello, es importante evaluar la ub | ya que
su incremento disminuye la deformabilidad de los
GR, aumenta los valores de "IsT y deteriora el estado
clinico de los pacientes o individuos con las
enfermedades o condiciones mencionadas arriba.

La 7, ha sido estudiada, utilizando aproximaciones
tedricas y métodos experimentales, basados en

viscosimetria (capilar, rotacional y de cuerpo
descendente), resonancia paramagnética electrénica
(RPE) y resonancia magnética  nuclear
(RMN).(32'33’34’35'36‘37‘38'39‘40'41‘42’43‘44‘45) Conocer estos
resultados es imprescindible para la seleccion y uso de
los métodos para emplear durante la evaluacién
clinica de un paciente o individuo, y para el desarrollo
de nuevas aplicaciones meédicas; sin embargo, estos
resultados estan dispersos en la literatura, y su analisis
requiere un conocimiento especializado y experticias
en el tema. Este trabajo de revision retine y analiza,
criticamente, los reportes en la literatura relacionados

con la "ws, incluyendo elementos teoricos y
experimentales, para evaluar cudles son los métodos
mas adecuados para la determinacion de este
pardmetro fisico durante aplicaciones médicas.

DESARROLLO

Viscosidad en las disoluciones de proteinas

Para la descripcion de la viscosidad dinamica absoluta
(n) en disoluciones de proteinas (7,,) se han
propuesto  diversas  ecuaciones  empiricas Yy
semiempiricas que describen su variacién en un
amplio rango de concentraciones (c).2%32 A partir de
los valores de la viscosidad del solvente (n,) y el
volumen parcial ocupado por las moléculas de
proteina (¢), la n,, ha sido descrita por diversas
ecuaciones:

Npr = no(1— 1-35‘/’)_2'5 (1)
3 1.82¢?
Tpr =10 11 = 1.35¢)3 @
Npr = Nol1 + 2.5¢ + 2.635¢% + ..] @3)
Mpr = To[1 + 2.5¢] (4)
NAVC
(p =

M ()

donde:

¢, N,: nimero de Avogadro.

V' volumen de una de las moléculas de proteina.

M masa molecular.

valor de c: se expresa en g/L.C3)

La ecuacion (3) estad concebida para grandes valores
de ¢ y la 4 para pequefios valores de ¢ y disoluciones
extremadamente diluidas.®? Todas estas ecuaciones
consideran a las moléculas de proteina como esferas,
y en el caso de la ecuacién (4), conocida como
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ecuacién de Einstein, se desprecian las interacciones
hidrodinamicas de largo rango.?

Sin embargo, la ecuacion méas empleada (ya que
incluye todo el rango de valores de c), se basa sobre la
teoria desarrollada por Mooney para la viscosidad de
particulas esféricas y rigidas, suspendidas en un

medio continuo de viscosidad "o* (20:3233)

2,5¢ ]

npr = No€Xp [1 _ ng

(6)

donde:

k: Crowding Factor.(2%3%)

El crowding factor tiene en cuenta el hecho de que en
la disolucién, un grupo de moléculas que ocupa un
volumen parcial ¢, obliga al resto de las moléculas a
ocupar un volumen parcial 1 — k. Este pardmetro
depende de las dimensiones de las moléculas de la
disolucion, y por ello solo tiene en cuenta las
interacciones de primer orden. Para el caso de
dilucién extrema (¢ tiende a cero), la ecuacién (6) se
reduce a la ecuacion de Einstein.

Ross y Minton® modificaron (generalizaron) esta
ecuacion para disoluciones de Hb, cambiando el
factor 2.5 por un parametro v, que tiene en cuenta la
desviacion de la geometria esférica, e introduciendo el
concepto de viscosidad intrinseca de la proteina
([n] = =2, cuando c tiende a cero), tal que:

nNoc’

v (7)

Esta generalizacion resuelve el problema relacionado
con la estimacion exacta de ¢, que se debe a la
presencia de una capa de hidratacion alrededor de las
moléculas de proteinas y al cambio de la misma con el
valor de c. Para el caso de disoluciones de Hb, se han
reportado valores de [n] = 0,036 dL/g y [n] = 0,0277

dL/g, % =04y S = 0,432, v = 2,5 - 4,8 (con valores
mas probables en el rango 3,7-3,9) y v = 3,8 + 0,5,
asi como, k =1,48—-1,62, k=1,08—2,07y k =
2,27 +0,23.&

Endre y Kuchel® propusieron determinar el valor de
@ como ¢ = vc, donde ¥ es el volumen parcial
especifico de la proteina con un valor de 0,7546 m?L en

el caso de la Hb,®? para escribir la ecuacion (6) de la
siguiente forma: (2232

=l
Npr = No€Xp
p 1-— k(p (8)

Monkos reescribid la ecuacion (7) de la siguiente
forma:

Ac
][ 25 .
v R o (5 Na¥
donde:A_wyB_Vk(v_ M)

Segun esta experiencia, la ecuacion (9) aventaja a las
restantes, es decir, a las ecuaciones (1)-(8), por las
siguientes razones: no es una ecuacion empirica, tiene
en cuenta las desviaciones de la geometria esférica
para las moléculas que componen la muestra y para
ajustar un conjunto de datos experimentales de #pr
Versus c, no se requiere conocer los valores de [n], k0
v como ocurre en las ecuaciones (6)-(8). Ademas, en
el caso de la ecuacion (9), este es un ajuste de méas

calidad al ser biparamétrico, e igualmente permite
k B

determinar v A @3 Del analisis combinado de las
ecuaciones (6) y (8), es posible observar que
A=[1].©% Las ecuaciones (6)-(8) son equivalentes. De
hecho, Lores Guevara y colaboradores, emplearon la
ecuacion (6) en 2006G%, y la (8) en 2025CG% en
trabajos similares.

Otra opcion para analizar la dependencia entre la
viscosidad y la concentracion en disoluciones de
proteinas, consiste en expandir en series de potencia
las ecuaciones (8) o (9), formulaciones generalizadas
de Mooney, y limitar esta expansion hasta el segundo
orden, de donde puede obtenerse: 2

Msp 2 3.2
— = [n] + kq[n]“c + ko [n]°c
c n 1M 2Um (10)
1/ k
kl =—<2—+ 1)
2\ v (11)
Y PLPL
276\ vz Ty (12)
donde:
N = 2 viscosidad especifica.

Mo

k4 : coeficiente de Huggins.

Esta formulacion es estrictamente valida a bajas
concentraciones.®® En el caso de la Hb, los valores de
ki estan alrededor de 0,89, lo cual coincide con lo
obtenido en modelos de esferas penetrables.®)
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Si se emplea un gréfico log-log para representar la
dependencia entre la #sp y el producto [#]c se van a
observar dos comportamientos lineales en las regiones
diluida y concentrada. Van a existir dos transiciones:
una entre las regiones diluida y semidiluida a una
concentracion ¢, y otra entre las regiones semidiluida
y concentrada a una concentracion ¢™.G%

La pendiente del comportamiento lineal en la zona

diluida ([1le <1c”) es menor que la pendiente del
comportamiento lineal observado en la zona

concentrada ([nlc > [nlc™). @

En la region semidiluida (Inle” < nle <)), 1a
relacion entre la viscosidad relativa (Ur =:—0) y c
queda establecida por la ecuacion de Lefebvre.C®)

1
Inn, = 2alnle’ (%) = 2a - Dinle’ .

donde:

a: exponente de Mark-Houvink.G®

Este exponente toma valores de a = 0 para particulas
esféricas rigidas, a=10,5—1 para polimeros
flexibles, y a = 1,7 para cilindros largos rigidos.©?
Para el caso de disoluciones acuosas de Hb, se
obtienen valores de a = 0,3, lo cual indica que las
moléculas de Hb se pueden considerar particulas cuasi
esféricas rigidas, en concordancia con el modelo de
Ross y Minton de 1977.

Las ecuaciones (9)-(13) pueden ser muy utiles para
caracterizar una disolucion de proteinas, y para el
desarrollo de aplicaciones médicas concretas. A partir
de las ecuaciones (10)-(13), se pueden obtener los
valores de k; y del coeficiente de Mark-Houvink, que
pueden aportar datos sobre las caracteristicas
geométricas y estructurales de las moléculas de
proteina. La ecuacion (9) fue utilizada por Rodriguez
de la Cruz y colaboradores,®® para el desarrollo de un
método, basado en relajacion magnética proténica
(RMP), para determinar n,,, .

Meétodos experimentales utilizados para evaluar la

M
Los valores de ngp, en el interior de los GR 0 en
muestras diluidas propiamente, han sido estimados o

medidos, empleando diferentes métodos
experimenta|es.(32,33,34,35,36,37,38,39,40,41,42,43,44,45)

Determinaciones de iy, empleando Viscosimetria
La Viscosimetria Rotacional se ha empleado a 37 °C,
para determinar n en disoluciones de Hb de
concentracion cercana a la intracelular, utilizando
disoluciones salinas como solvente

(mo = 0,7a0,8mPa.s) como se puede ver en la tabla
1, para obtener valores en el rango: 591 a 6,12
mPa.s.?9 La Viscosimetria Capilar permitié obtener
valores de n =555mPa.s (Tabla 1) en disoluciones
de Hb de concentracion cercana a la intraeritrocitaria,
a 37 °C, utilizando disolucion salina como solvente

(mo = 0,76 mPa.s) (2) También, con Viscosimetria
Capilar, empleando agua como solvente y T=25°C, se
han reportado valores de n=3,83 mPa.s, para
disoluciones de Hb de concentracion intracelular.2)

Tabla 1- Valores de m, determinados por Viscosimetria, en
disoluciones de Hb a concentraciones cercanas a la intracelular y
temperaturas de 25 °C, 37 °Cy 37,5 °C, segln literatura

Solvente Método T(°C)c(g/L) n. n

(mPa.

5)

Agua destilada  Viscosimetro de37,5 250 46,1 31,9
Ostwald

Disolucion salinaViscosimetro 37 315 7,3885,91
isotonica, rotacional

(no = 0,8mPa.s)

Disolucién salinaViscosimetro de37 318 7,3115,55
isotonica en aguaOstwald
deuterada
(no = 0,76 mPa.s)
Disolucién salina Modelo de37 322,58,74 6,12
(g =07mPa.s)  moléculas  rigidas

cuasi esféricas
Agua Viscosimetro 25  32254,29 3,83
(no = 0,891mPa.s) capilar

Microviscosimetro

Ubbelohde

Se realizaron estimaciones indirectas de la "Hb
intracelular, a partir de mediciones de Viscosimetria
Rotacional en muestras de sangre total y plasma: 2

-2,5
(M + 0,4)

nﬂz 1_HTZ7P—
Mp (Lb_}_l)
Mp

(14)

Estas estimaciones reportaron valores entre 2 mPa. sy
100 mPa. s, en dependencia de la velocidad de corte
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empleada.®® Otra opcion para estimar 7#» empleando
la ecuacion (14), es estimar ngy a partir de parametros
hematoldgicos comunmente determinados en los
laboratorios clinicos.1221:28)

Los valores de "H#b determinados experimentalmente
empleando viscosimetria (Tabla 1), coinciden con los
valores teoricos obtenidos, utilizando las ecuaciones
de la (6)-(9). En particular; si se emplea la ecuacion
(9), utilizando los valores de A y B reportados por
Monkos,®® y para 17, los valores tabulados para el

agua, se obtienen valores de MH#b=5,35 mPa.s para
concentracion intracelular (322,5 g/L) a 37 °C. Sin
embargo, los métodos de viscosimetria son
frecuentemente grandes consumidores de muestra y
de tiempo de experimento; precisan de un lavado
especializado del instrumento de medicion entre
determinaciones; en ocasiones (como el caso de la
viscosimetria capilar) realizan determinaciones
indirectas de 7, y frecuentemente, la medicién
depende de la pericia del experimentador,(18:12243536)
Estas limitaciones reducen su aplicabilidad en la
medicina porque los hacen mas invasivos, y limitan el
numero de estudios para realizar en un dia de trabajo.

Estimaciones de i en disoluciones de Hb y en el
interior de GR empleando RPE

La RPE (16203438) emplea radicales nitroxilos como
sondas, para estimar el valor de n tanto en
disoluciones de Hb, como en el interior de los
GR.(16:20.32:34.38.40.41) parg ello, se calcula el tiempo de
correlacion rotacional (z,) de la sonda, a partir de su
espectro de RPE (figura 1) de acuerdo con(@2:3436)

Lores y colaboradores®436404143) yenortaron valores
estimados de n de 2,14+ 0,06 mPa.s y 1,99 +
0,05 mPa.s en muestras de hemoglobina A (HbA) y
hemoglobina S  (HDbS), respectivamente, a
concentraciones cercanas a la intracelular y a 36 °C,
utilizando como sonda el 4-Maleimido-Tempo (4-
MAL) asociado con el Glutation (GSH): 4-MAL-GSH
(tabla 2). Endre y Kuchel sistematizaron en su trabajo
de 1986©2 las estimaciones de b reportadas en
muestras de GR (en condiciones de isotonicidad), a
temperaturas entre 18 °C y 37 °C, empleando como
sonda los radicales nitroxilos Tempamine vy
Maleimido asociado con GSH (Mal-5-GSH).G2 Se
reportaron valores de "4b en el rango 2,5 mPa. s - 5
mPa. s (tabla 2).

Espectro de RPE

Radical Nitroxilo

-500

-1000

-1500

Amplitud (ur)

-2000

-2500

T T T T T T
3340 3360 3380 3400 3420 3440

Campo Magnético(Gauss)
Fig. 1- Espectro del 4-MAL-GSH disuelto en HbA
(concentracion intraeritrocitaria) a 36 °C2232)

Tabla 2- Valores estimados de 5 en disoluciones de Hb
(concentraciones cercanas a la intracelular) y en el interior de GR

7, = [1AH, en condiciones de isotonicidad a temperaturas entre 18 °C y 37
°C
(15) Muestra Sonda o
estudiada  utilizada ~ 'CC)  M(mPas)

donde: _ , HbA 4'C'\;"S?_|'-' 36 2,14+ 0,06
AH, y hy: ancho y amplitud de la linea central. AMAL
h_,: amplitud de la linea de alto campo. HbS 'GSH i 36 1,99 + 0,05
IT: constante que depende del tipo de radical nitroxilo MAL-5-
empleado y sus interacciones hiperfinas y de GR GSH 37 25
Zeeman. _ GR M 20 4,45+ 0,16
A partir del valor de t, se estima el valor de 7, )
empleando una curva de calibracion previamente GR Tempamine 18 445£0.16
construida (n = mrt,+n) en disoluciones de GR Tempamine 25 49+18
viscosidad conocida (Glicerol o sucrosa),¢29 donde GR Tempamine 21 33
m y n son la pendiente y el intercepto,
respectivamente.
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Los valores de Hb obtenidos empleando RPE (tabla
2), subestiman los valores obtenidos empleando
viscosimetria (capilar, rotacional y de cuerpo
descendente (tabla 1), asi como los valores tedricos
obtenidos empleando las ecuaciones de la (6) a la (9),
lo cual esta relacionado con el pequefio tamafio de las
sondas empleadas (radicales nitroxilos) y su
capacidad limitada a la estimacion de la
microviscosidad o viscosidad en su entorno
inmediato.®?  Lores-Guevara Yy colaboradoresG®
demostraron en 2006, que el empleo de una sonda de
mayor  tamafio  (Carbonmonoxihemoglobina+4-
Maleimido-Tempo) puede solucionar este
inconveniente, obteniendo valores de 7"Hb~5 mPa.s
para la HbA y HbS de concentracion cercana a la
intracelular a 36 °C. Ademas, el equipamiento de RPE
necesario  para  estas  determinaciones  es
significativamente costoso, y su precio se encuentra
en el rango del precio de los equipos médicos muy
caros.

Estimaciones de "MHb obtenidas a partir de los
valores del tiempo de relajacibn magnética
protonica longitudinal (T4) del 3C, perteneciente a
moléculas fisioldgicas disueltas en el interior de los
GR

La estimacion de "Hb en suspensiones de GR y
disoluciones de concentracién intracelular (lisados),
se realiza a partir de la determinacion del valor de T
de ndcleos de '3C, pertenecientes a moléculas
fisioldgicas, como la glicina y el GSH marcado con
Glicina, que se encuentran disueltas en el interior de
los eritrocitos, (82:86:4344)

Para tener estas moléculas en el interior de los GR,
estos son apropiadamente incubados con moléculas de
Glicina, las cuales difunden al interior de las células
marcando el 50 % del GSH intracelular y
permaneciendo libre un por ciento mayoritario de
ellas.®24)  Se obtiene el espectro de RMN
correspondiente al 3C en suspensiones de eritrocitos
0 en lisados, y se trabaja con el pico perteneciente a la
Glicina o con el del GSH marcado con Glicina. Es
mas comun trabajar con el pico de la Glicina, pues al
ser de mayor amplitud (mayor concentracion
molecular), requiere experimentos menos
consumidores de tiempo (menos promediaciones).
Empleando la  secuencia de pulsos de
Radiofrecuencias (RF) conocida como Inversion por
Recuperacion, (26:384246) se determina
experimentalmente el valor de Ty, y se calcula el valor

del 7, (Glicina o Glicina + GSH), segun la siguiente
ecuacion: 4

1 _ NiPyhyé

T e (16)
donde:

N: numero de protones directamente enlazados al
nicleo de 3C en las moléculas de Glicina o Glicina-
GSH.

h: constante de Dirac (constante de Planck dividida
por 2m).

Yy Y Yc. razones giromagneéticas del proton y el
carbono 13, respectivamente.

r = 0,109 nm: distancia entre los nucleos de carbono
y los protones interactuantes.“4

Con este valor de t,, se obtiene el valor estimado de
nyp con el método de RMN, utilizando el conocido
modelo de Debye: 3249

_ 3kT
T 4mrd

(17)

donde:

k: constante de Boltzman.

T: temperatura absoluta en kelvin.

1o: radio de la molécula de Glicina o Glicina-GSH.
Esta ecuacion es vdlida si se considera geometria
esférica, y puede variar si cambia la geometria de las
moléculas fisiologicas empleadas;®? sin embargo, la
geometria esférica es la méas empleada.$244)

Para determinar los valores del parametro geométrico
19, las moléculas de Glicina o Glicina-GSH son
disueltas en una disolucion extremadamente diluida
(disolucién salina, de BSA o glicerol), y se procede a
medir la n, utilizando Viscosimetria (un viscosimetro
de Ostwald generalmente) y el T1. Con el valor de T
se calcula 7,, empleando la ecuacion (16) y, con los
valores de 7, y de n, se determinan los valores de r,
utilizando la ecuacion (17), es decir, 0,18 nm para la
Glicina 'y 0,29 nm para la Glicina-GSH).24%

Con este método se obtienen valores estimados de
Nyp, que son aproximadamente dos veces los valores
de n del agua pura a la temperatura correspondiente
(tabla 3); por ejemplo: 1,43 £ 0,23 mPa. sy 1,36 *
0,04 mPa. s, empleando Glicina-GSH y Glicina como
sondas, respectivamente;“® asi como, 1,41 mPa. s
empleando Glicina (352 g/L de concentracion
intracelular de la Hb),®? todos determinados a 37 °C.
También fue posible estimar valores de ny;, de 1,83 +
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0,46 mPa. s, empleando Glicina-GSH y 1,70 + 0,05
mPa. s, empleando Glicina en lisados a 37 °C.4%

Tabla 3- Valores estimados de 1 determinados a partir del T1 del
13C en lisados y en el interior de GR, en condiciones de
isotonicidad, a 37 °C

Medio Sonda T(°C) n (mPa.s)
GR Glicina 37 1,36 £ 0,04
GR Glicina-GSH 37 1,43+0,23

lisados Glicina 37 1,70 £ 0,05

lisados Glicina-GSH 37 1,83+0,46
GR Glicina 37 1,41

Los valores de 7, obtenidos a partir de los valores

de T, de nicleos de 3C de moléculas fisiologicas
disueltas en el citoplasma de los GR (tabla 3),
subestiman los resultados experimentales obtenidos
utilizando viscosimetria (capilar, rotacional y de
cuerpo descendente, segun tabla 1) y los valores
tedricos obtenidos empleando las ecuaciones de la (6)
a la (9). Al igual que en el caso de la RPE, se
considera que este desempefio negativo se debe al
tamaiio de la sonda empleada (Glicina y Glicina-
GSH).®2  Ademéas, el método utilizado es
experimentalmente complejo, consumidor de tiempo y
precisa de equipamiento (espectrometro de RMN)
caro para su realizacion.

Estimaciones de la iy, obtenidas a partir de los
experimentos de dispersién en disoluciones de Hb
de concentracion cercana a la intracelular

Los comportamientos de la velocidad de relajacién

magnética proténica longitudinal (R1=Ti) en
1

., . . B
funcion de la frecuencia de resonancia (f, = =2, Bo:

campo magnético externo constante aplicado)
permiten obtener el valor de 7, de las macromoléculas
en disoluciones de proteinas.G8424346) para ello, se
ajustan los comportamientos experimentales como el
observado en la figura 2, empleando determinadas y
convenientes funciones matematicas,6424346) de |as
cuales la més usada fue desarrollada por Hallenga y
Koenig en 1976, y se conoce cominmente, como
funcion Cole-Cole:#246)

o1+ )

142 (g0 ) eos () + ()

Ri(wg) = R¥™k +D +

ol o

(18)
V3

6my,

Tr

(19)

donde:

Ry velocidad de relajacion magnética longitudinal
de los protones del agua libre (no enlazada) en la
disolucion.

A, D, €y v.: pardmetros que se obtienen a partir del
ajuste.

Los valores estimados de 7ny;, se obtienen a partir de
7,-, empleando la ecuacion (17), siendo 7, el radio de
la molécula de proteina (aproximadamente 3,2 10° m
para la Hb). En trabajos recientes“24 de este grupo
de investigacion, se determinaron los valores de t,
para moléculas de Hb humana, en disoluciones de
concentracion cercana a la intracelular y a 37 °C. Los
valores de viscosidad estimados en estas muestras, a
partir de estos valores de 7, y utilizando la ecuacion
(17), se muestran en la tabla 4.

Tabla 4- Valores de t, y ny, estimados en muestras de
disolucion de Hb de concentracion intracelular utilizando la
dispersion de 1/T; en funcion de la frecuencia de resonancia

Muestra T (108 9) Hb(mPa. s)
HbA 6,01 1,87
HbA 4,10 1,28
HbA 6,73 2,10
HbA 4,34 1,35
HbA 4,10 1,28
HbA 4,11 1,28
HbA 6,37 1,99
HbS 3,57 1,11
HbS 3,84 1,20
Valor Medio 4,80 1,50
Desviacién Estandar 1,21 0,39
[ ]
10 B Experimento
— Madelo Cole — Cole

N
—1

10 '

10° 10
Frecuencia (M Hz)

Fig. 2- Estudios del comportamiento de la velocidad de
relajacion magnética protdnica longitudinal en funcion de la
frecuencia de resonancia en disoluciones de HbA y HbS de

concentracion cercana a la intracelular y a 37 °C

Leyenda: El ajuste se realiz6 con el conocido método Cole-Cole.
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Los valores de 7,,,, obtenidos a partir de los estudios
de dispersion de la relajacion magnética protdnica
longitudinal (tabla 4), subestiman los resultados
experimentales obtenidos utilizando viscosimetria
(capilar, rotacional y de cuerpo descendente, segln la
tabla 1), y los valores tedricos obtenidos empleando
las ecuaciones de la (6) a la (9). Esto puede
explicarse, porque las ecuaciones empleadas para el
ajuste de los estudios de dispersion, son heuristicas, y
no estan respaldadas por la teoria de la relajacion
magnética  protonica.#?  Lores-Guevara y
colaboradores, recientemente dieron la sugerencia del
empleo de otros modelos de ajuste, que se basan
completamente en la teoria de la relajacion magnética
protonica, y que acercan los valores de 7, a los
determinados, empleando viscosimetria, o mediante el
uso de modelos tedricosde acuerdo con las ecuaciones
(6)-(9).42 Ademés, el método empleado precisa de
equipamiento (relaxémetro de campo ciclado) caro
para su implementacion.

Estimaciones de my, obtenidas a partir de los
experimentos de determinacion del coeficiente de
difusion traslacional del agua en disoluciones de
Hb de concentracién cercana a la intracelular

La relacién entre la n de la disolucion de proteinas y
el coeficiente de difusion traslacional (D) de las
moléculas de agua en esta disolucién esta dada por la
siguiente ecuacion:¢?

kT
~ 6mDr,

n
(20)
donde:

1o = 1,4 10" m: radio de la molécula de agua.G®
Para determinar a D, se emplea la secuencia de pulsos
de RF de Carr-Purcell-Meiboon-Gill
(CPMG)@23631:883942) o yn  experimento  de
relajacion magnética protdnica, disefiado para medir
el tiempo de relajacion magnética protdnica
transversal efectivo (TZeff), que no es mas que el
valor del tiempo de relajacion magnética protonica
transversal real (T,), afectado por la difusién del agua
en un gradiente de campo magnético (G):

1 1 y4G*Dr?
Toer T 3 (21)
donde:

T: separacion entre los pulsos de RF de 90° y 180° en
la secuencia CPMG.

A continuacion, se grafica la dependencia
experimental entre 1/T,.¢fr Y 72 (figura 3), y se
implementa un ajuste lineal, donde la pendiente

y&G%D . . .
(m = T) permite el calculo de D y el intercepto

la estimacion del valor de T,. Estimaciones
preliminares de n realizadas en el laboratorio, a T =
293 K, en disoluciones de Hb de concentracion
cercana a la intracelular, permitieron obtener valores
en el entorno de D = 0,83 10° m?s y ny, = 1,64
mPa. s.

Experimento de determinacién del gradiente

+ Experimento

o704 — Ajuste lineal -

0.65

0.60

YTyer (s71)

0.55

0.50 A

0,45 { *

T T T T T T T
o 1 2 3 4 5 6
12 (52) le-5

Fig. 3- Determinacién experimental del coeficiente de difusion
traslacional del agua en una muestra de Hb de concentracién 267
g/L a una temperatura de 293 K

Los valores de 7,,,, obtenidos a partir del coeficiente
de difusion traslacional del agua, subestiman los
resultados experimentales obtenidos utilizando
viscosimetria (capilar, rotacional y de cuerpo
descendente, tabla 1) y los valores teéricos obtenidos
empleando las ecuaciones de la 6 a la 9.

Estimaciones de ny, obtenidas a partir de los
valores experimentales de T,

Lores-Guevara y  colaboradores  desarrollaron
métodos, basados sobre la relajacion magnética
protonica para la determinacion de n en disoluciones
de proteinas.(t8193536.37.3943) En - Jos  mismos, se
construyen curvas de calibracion a partir de graficos
de la velocidad de relajacion magnética protdnica
transversal (1/T2) en funcion de m, las cuales son
empleadas en las determinaciones de np 183745 THb
(3537.45) 'y |a viscosidad dindmica absoluta del suero
sanguineo(ns).*2 En el caso de la "Hb, se obtienen
valores de 11 + 2 mPa. sy 17 = 7 mPa. s en muestras
de Hb de concentracion intracelular a 20 °C, para
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individuos aparentemente sanos y pacientes con
drepanocitosis, respectivamente. Estos valores de "Hb
coinciden con los obtenidos tedricamente, empleando
las ecuaciones (6) a la (9), para estas condiciones
experimentales, 'y con las determinaciones
experimentales realizadas utilizando un viscosimetro
capilar de Ostwald.®® Este método resuelve las
limitaciones descritas en este trabajo para los métodos
de viscosimetria, fundamentado aplicando la teoria de
la  relajacion  magnética  protonica;  emplea
equipamiento tecnoldgico, cuyo costo es igual o
inferior a equipos de rutina en el diagnostico
médico.® Por ello se recomienda este método, como
el més adecuado para determinar la %> y como una
aplicacién médica concreta.

Estimaciones de MHb obtenidas a partir del
empleo de métodos microreoldgicos

Las técnicas microreoldgicas®® son muy Utiles en el
estudio de medios bioldgicos, por el pequefio volumen
de muestra que emplean (alrededor de 1 mL).475D
Briole y colaboradores®? utilizaron en 2021 un
arreglo experimental, en el cual se emplean particulas
de poliestireno de 0,994 mm de diametro, que son
disueltas en la muestra en estudio (Hb en este caso),
de forma que ocupen menos del 1 % del volumen
total, para posteriormente colocar dicha muestra en un
microscopio de campo de brillo invertido (objetivo de
inmersion en aceite, magnificacion 100x, NA 1.3,
profundidad del campo alrededor de 200 mm) que
tiene acoplada una camara rapida sSCMOS. A esta
instalacion se acopla un software, que permite grabar
durante 20 s el movimiento browniano de estas
particulas a una velocidad de 100 Hz, y calcular
pardmetros que permiten determinar su coeficiente de
difusion.

A partir de aqui, se emplea el modelo de Debye para
evaluar Hb. Los valores de "Hb obtenidos estan en el
rango entre 3,5 mPa. s y 20 mPa. s para
concentraciones entre 255 g/dl y 385 g/dl, vy
temperaturas en el intervalo 15 a 42,5 °C. Estos
valores  coinciden con los  determinados
experimentalmente empleando viscosimetria (tabla 1),
teniendo en cuenta las condiciones experimentales, y
con las estimaciones teoricas realizadas empleando las
ecuaciones de la (6) a la (9). Sin embargo, son
métodos tecnoldgicamente complejos desde el punto
de vista del equipamiento utilizado y de su
implementacion  préctica, lo cual reduce sus
posibilidades actuales de aplicacion en la medicina.

DISCUSION

Puede apreciarse una concordancia entre los valores
de n determinados en disoluciones de Hb de
concentracion cercana a la intracelular, a 37 °C,
empleando viscosimetria rotacional® y capilar.®? Es
discordante el resultado obtenido por el profesor J. W.
Harris en su conocido trabajo de 1950, donde
empleando agua destilada como solvente, T= 37,5 °C
y ¢ = 250 g/L; reporta 39,1 mPa. .20

En la determinacion de "#b empleando viscosimetria,
fue mucho maés frecuente el uso de las viscosimetrias
capilar y rotacional, que el empleo de la viscosimetria
de cuerpo descendente (ver tabla 1). La viscosimetria
de cuerpo descendente fue empleada frecuentemente
para determinar 7g,; como es el caso de los trabajos
realizados por Allison (ny, > 12,5) en muestras de
HbS oxigenadas (164 g/L, Buffer Fosfato Salino
como solvente, pH = 7,35 y 37 °C) y por Malfa y
Steinhardt  (n,, = 0,8) en muestras de HbS
desoxigenadas (17,6 %, Buffer Fosfato Salino como
solvente, pH = 7,5y 37 °C) antes de la polimerizacion
de la HbS.@

La presencia del agua en el solvente, incrementa
ligeramente los valores de n, desde el rango 0,7 mPa,

s - 0,8 mPa, s hasta 0,891 mPa. s, y los valores de %

desde 0,4 hasta 0,432, cuando T varia desde 37 °C
hasta 25 °C. Sin embargo, provoca también el ligero
decremento de los valores de [n] desde 0,036 dL/g
hasta 0,0277 dL/g.( 2 32 Esto explica la disminucion
del valor de n desde 6,12 mPa. s a 37 °C hasta 3,83
mPa. s a 25 °C si se asume un efecto dominante de [n]
en la ecuacion (7).

Las estimaciones indirectas de#b, a partir de las
determinaciones experimentales de 7 Yy 17y,
muestran una dependencia con los valores de H,#5)
que no se corresponde con las ecuaciones de la (6) a la
(9). Esto puede solucionarse, sustituyendo H por Ic en
la ecuacion (14), donde | es un coeficiente de
inmovilizacion del fluido continuo.2®)

Por otro lado, en esta ecuacion, la constante 2.5 no
debe ser aplicada a discos bicdncavos (como es el
caso de los GR), y existen dificultades teoricas para
tener en cuenta las interacciones mutuas que afectan
el flujo alrededor de cada célula y en el interior de
estas.® Ademas, estas estimaciones tienen la
desventaja, de no poder diferenciar las contribuciones
a la n,,. correspondientes a la 7, y a la rigidez de la

membrana celular.©?
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Las estimaciones de n realizadas con RPE en
disoluciones de Hb834 y en el interior de los GRE?),
empleando como sonda el Maleimido asociado al
GSH y T= 36 °C -37 °C, son bastante cercanas. Por
otro lado; las estimaciones de n realizadas en el
interior de los GR, empleando Tempamine como
sonda y T= 18-25 °C®? son estadisticamente
coincidentes. Solo es discordante (relativamente baja)
la estimacion de n realizada en el interior de los GR,
empleando Tempamine como sonday T = 21°C.

Sin embargo, las estimaciones de b realizadas
utilizando Maleimido asociado a GSH como sonda a
T = 36 - 37 °C,\16323) 5on menores que las
determinaciones realizadas con viscosimetria.?? Las
estimaciones realizadas empleando Tempamine como
sonday T = 18 - 25 °C, aparentemente coinciden con
las realizadas a 25 °C con viscosimetria,®® sin
embargo, debe considerarse que estas Ultimas
emplearon agua como solvente, a diferencia de la
disolucion salina natural presente en el interior de los
GR, lo cual provoca una disminucion de n debido al
decremento en [n], analizado previamente.

Las estimaciones de ny, realizadas con RPE,
empleando radicales nitroxilos como sonda, 16234 se
ven afectadas por algunos problemas experimentales:
algunas sondas se particionan dentro de la membrana
celular,2:32 o restringen su movimiento (incrementan
7,) en “Fantasmas” de eritrocitos, indicando probable
asociacion a la cara interna de la membrana.®2 Por
otro lado, la sefial de RPE de los radicales nitroxilos
ubicados en el medio extracelular, debe ser eliminada
mediante la adicion a la muestra de sustancias
paramagnéticas no fisioldgicas altamente
concentradas,?? siendo también los propios radicales
nitroxilos sustancias no fisioldgicas.®? Un problema
adicional es, que las calibraciones que se utilizan para
estimar n a partir del valor de t,., se hacen empleando
disoluciones de glicerol o sucrosa,:83239 |o cual es
incorrecto, ya que estas disoluciones son diferentes de
la disolucion en estudio.2

Es posible corregir con acierto, para concentraciones
intracelulares, los valores de ny;, obtenidos a partir de
la relajacion magnética longitudinal del *C®244) para
acercar los resultados a los determinados con
viscosimetria.G2 Para ello, se hacen estudios de 7 en
funcion de c utilizando viscosimetria (n =ng) y el
método de RMN (n =1,), y se determinan los
valores de v y k, ajustando los comportamientos
experimentales (n en funcion de c) a la ecuacion (8)
en cada caso (vg y kg para la viscosimetria, v, y k,
para la RMN). Los valores corregidos pueden

obtenerse a partir de los estimados por RMN de la
siguiente forma:©2

ng = ()%
Vp
v, +In(n,) [k,

(22)

"o ~ ksl (23)

Los valores de n estimados empleando el experimento
de dispersion de RMN (1/T; versus frecuencia de
resonancia), en disoluciones de Hb de concentracion
cercana a la intracelular y a 37 °C, coinciden (o son
bastante cercanos) con los estimados utilizando los
métodos de RMN del *CG244 y |3 evaluacion de D,
asi como con los valores determinados empleando el
método de RPE, que utiliza Maleimido asociado a
GSH como sonda.6323% Sin embargo, estos valores
son menores que las determinaciones realizadas
empleando viscosimetria, y que las estimaciones
tedricas como la mostrada en la tabla 1, o las
realizadas empleando las ecuaciones de la (6) a la (9).
En células intactas de plantas y animales, las
mediciones basadas en RMN del 7, de |las
macromoléculas (a partir del experimento de
dispersion) y el D de las moléculas de agua
intracelular, indicaron que la viscosidad intracelular es
solo alrededor de dos veces la viscosidad del agua
pura a la temperatura correspondiente.“*) Estos
resultados coinciden con los reportados en este
trabajo.

El primer caso (estudios de dispersion) fue criticado
porque las determinaciones de T, van a estar
dominadas, por el aporte a la relajaciobn magnética
protonica de los protones de una pequefia fraccion de
moléculas de agua irrotacionalmente enlazadas a las
macromoléculas del medio intracelular.2532 Sin
embargo, segun esta opinién, este hecho garantiza
precisamente que t,- se corresponda con el tiempo de
correlacion rotacional de la macromolécula, y pueda
ser relacionado con la n del medio intracelular a
través del modelo de Debye.G2% Por otro lado, las
estimaciones de n intracelular basadas en la
restriccién del movimiento del agua (valores de D),
son controversiales debido al debate sobre la cantidad
de agua vecinal en células intactas, asi como, la
cuestion del acceso de toda el agua celular a iones y
pequefias moléculas.®

Debido al pequefio tamafio de las sondas utilizadas
(radicales nitroxilos, Glicina, Glicina-GSH), las
estimaciones de n realizadas con los métodos de
Resonancia Magnética (RPE y RMN basada en el T;
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del 3C), coinciden con la viscosidad de la disolucion
a bajas concentraciones, pero difieren marcadamente
para altas concentraciones.®2 Por este mismo motivo,
los valores estimados se corresponden con el entorno
cercano de la sonda, y no con la n de la disolucion,
donde dicha sonda se encuentra disuelta (la cual
generalmente se determina empleando viscosimetria),
y por ello se conocen como valores de
microviscosidad.G244)

Los valores de ny, determinados a partir de la
medicion de T, 5363739  coinciden con los
determinados en la literatura, empleando
viscosimetria@®3® 'y técnicas microreoldgicas.“?
También coinciden con estimaciones tedricas como la
mostrada en la tabla 1, o las realizadas empleando las
ecuaciones de la (6) a la (9). Ademas, este método
resuelve las limitaciones propias de la viscosimetria
como: los excesivos valores del volumen de muestra
y/o el tiempo de experimento, la necesidad de lavar el
instrumento entre determinaciones, la evaluacion
indirecta de 7 y la dependencia de la habilidad del
experimentador. Por ello, se recomienda este método
para la determinacion de "Hb durante procedimientos
médicos, al considerar que minimiza la invasividad y
maximiza el nimero de casos para estudiar en un dia
de trabajo. Las evaluaciones de 7ny, son de mucha
utilidad para determinar st (1:34589.11.21.3045) v narg

evaluar el cociente MHb/MP en muestras de sangre
total, el cual permite evaluar los perfiles dinamicos

del movimiento de los GR en el flujo sanguineo.(2245
46, 47, 48, 49, 50, 51)

CONCLUSIONES

La viscosidad dinamica absoluta en disoluciones de
hemoglobina se rige por el modelo generalizado de
Mooney, y su dependencia con la concentracién ha
permitido establecer varios pardmetros como el factor
de forma, el crowding factor, el coeficiente de
Huggings y el exponente de Mark-Houvink, que
permiten evaluar la forma, las dimensiones y la
penetrabilidad de las macromoléculas. Los métodos
experimentales mas adecuados para determinar la
viscosidad de la hemoglobina son los de viscosimetria
(capilar y rotacional) y el método basado en relajacion
magnética protonica transversal, los cuales reportan
valores de 6 mPa. s a 37 °C y 11 mPa. s a 20 °C,
respectivamente, ya que ambos  coinciden
estadisticamente en sus determinaciones y concuerdan

basado en relajacién magnética protdnica transversal,
es el mas adecuado para aplicaciones médicas porque
resuelve las limitaciones tecnologicas de la
viscosimetria y su costo se encuentra en el rango de
los equipos médicos relativamente baratos. Los
métodos alternativos (basados en RPE y RMN)
permiten estimar valores menores (1,5 mPa. s - 2
mPa. s) relacionados con el entorno mas cercano de la
sonda empleada y no con la disolucion. Es posible
corregir los valores estimados por los métodos
alternativos (al menos los estimados con el T1 del *3C)
para obtener los valores de viscosidad de la
disolucion.
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