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Resumen

Se conoce como marginaciéon a la migraciéon lateral tanto de plaquetas como de células
blancas hacia la capa libre de células [3][11][45][60][62], dicho proceso tiene una gran importancia
biolégica, debido a que las células anteriores necesitan aproximarse hacia las paredes del vaso
para poder realizar sus funciones fisiol6gicas, por mencionar algunas: proceso de cicatrizacion,
formacion de trombos plaquetarios, procesos de inflamacion, etc. Bajo la inspiracion del
fendomeno biologico de marginacion se ha estudiado desde distintas perspectivas la dinamica
de particulas de diferentes tamanos e incluso formas, con el objetivo de que estas imiten la
migracion lateral de células blancas y de plaquetas, con la intencion de poder funcionalizarlas y
asi poder utilizarlas como posibles acarreadores de farmacos. Se ha demostrado que las particulas
con didmetros > a 500 nm se aproximan hacia la periferia del vaso [16][31][36][56]. Una de sus
limitantes, es que los estudios anteriores se han enfocado tinicamente en estudiar la dinamica de
particulas en arteriolas de didAmetros > a 30 ym dejando de lado si la marginaciéon prevalece en
los capilares, los cuales son cruciales para el transporte terapetutico de farmacos. En el presente
trabajo se estudio la rapidez y la distribucion vascular de particulas fluorescentes de poliestireno
de 1 pm de didmetro en la microvasculatura. El andlisis se realiz6 a partir de las trayectorias
individuales de cada particula, una vez obtenida esa informacion, se procedioé a la creacion
de mapas de calor (tanto de rapidez como de distribucion de particulas) y posteriormente se
obtuvieron histogramas para conocer la distribucion de ambos pardmetros. Las particulas se
encontraban fluyendo en la microvasculatura del misculo creméster de ratéon, su administracion
se logro a través de la canulacion de la vena yugular, para lo cual, se siguieron protocolos
previamente establecidos [22]|. Asimismo, la visualizacion se logro gracias a una cirugia realizada
en el musculo cremaster a través de un protocolo previamente reportado [5]. Los resultados
muestran que el umbral en funcion del didmetro del vaso que determina la marginacion es de
14 pm, ademas, los resultados sugieren que la marginacion de particulas se ve modificada en
gran medida por la presencia de bifurcaciones y trifurcaciones en la microvasculatura. También
se encontré un umbral en el didmetro de los vasos de aproximadamente 20 ym por abajo del

cual el perfil de rapidez de las particulas tiende a ser uniforme a lo ancho del vaso.
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Abstract

Margination refers to the lateral movement of white blood cells and platelets toward the
cell free layer|3][11][45][60][62], such phenomenon has a strong biological importance, because
the latter cells need to approach the vessel walls to perform their physiological functions, such
that: healing process, formation of platelet thrombi, inflammation processes, etc. Inspired in
the biological phenomenon of margination it has been studied from different perspectives the
particles dynamics of different sizes and even shapes, aiming that mimic the lateral migration
of the previous cells, with the goal of being able to functionalize them and thus can use
them as possible drug carriers. Has been reported that particles with diameters > to 500 nm
approach the periphery of the vessel [16][31]|36][56]. The previous studies have focused only
on studying the particle dynamics in arterioles of diameters > to 30 pum without checking
whether margination can be extended to capillaries, which are crucial sites for therapeutic drug
transport. This work studied the speed and the vascular distribution of polystyrene fluorescent
particles of 1 um in diameter in the microvasculature. The analysis was perfomed based on
the individual trajectories of each particle, then heat maps were created (both, speed and
particle distribution) and finally histograms were obtained to know the distribution of both
parameters. The particles were flowing in the microvasculature of mouse cremaster muscle,
and it s administration was achieved through cannulation of jugular vein, for which reported
protocols were followed [22]. Besides, particles visualization was achieved thanks to surgery
performed on the cremaster muscle through a protocol previously reported [5]. The results show
that the diameter threshold depending in the vessel diameter that determines the margination
is 14 pm, also, the results suggest that the particle margination is enhanced by the presence of
bifurcations and trifurcations in the microvasculature. We also found a threshold in the diameter
of the vessels of approximately 20 ym below which the speed profile of the particles tend to be

uniform across the width of the vessel.
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Introduccion

El corazon es un 6rgano de vital importancia debido a que aporta la presiéon necesaria para
que la circulacion se lleve a cabo. Anatémicamente (ver fig.1.1) esta formado por dos bombas
separadas: Un corazén derecho que bombea sangre hacia los pulmones y un corazon izquierdo
que bombea sangre hacia los 6rganos periféricos. A su vez, cada uno de estos corazones es una
bomba bicameral pulsatil formada por una auricula y un ventriculo. Cada una de las auriculas
es una bomba débil del ventriculo, y contribuyen transportando sangre hacia el ventriculo
correspondiente. Posteriormente, los ventriculos aportan la fuerza del bombeo que impulsa la
sangre: 1) Hacia la circulacion pulmonar a través del ventriculo derecho y 2) Hacia la circulacion
periférica a través del ventriculo izquierdo. La pulsatibilidad cardiaca esta acompanada por dos
eventos: Uno eléctrico y uno mecanico, uno seguido del otro. Ahondando un poco en el evento
mecanico, estd compuesto por dos periodos: Uno de relajaciéon denominado diastole, seguido de
un periodo de contraccién llamado sistole. La duracion de la pulsatibilidad cardiaca, también
conocida como ciclo cardiaco tiene una duraciéon igual a la inversa de la frecuencia cardiaca
(latidos por minuto). La presion media de la fuerza del bombeo del corazén es de 100 mmHg,
y, al ser pulsatil el bombeo dicha presiéon oscila entre una presion sistélica de 120 mmHg y una
presion didstolica de 80 mmHg |2].

Una forma de registrar las eventualidades del evento eléctrico es mediante un estudio conocido
como electrocardiograma, el cual registra los voltajes eléctricos que el corazon genera, tiene
una morfologia muy particular, la cual se muestra en la figura (1.1B). Un electrocardiograma
estd formado por una onda P, un complejo QRS y una onda T. La onda P se produce por
los potenciales eléctricos que se generan cuando se despolarizan las auriculas. Por otro lado, el

complejo QRS se forma por los potenciales que se generan cuando se despolarizan los ventriculos



2 1.1. Flujo sanguineo

antes de su contracciéon. Por tultimo, la onda T se produce por los potenciales que se generan
cuando los ventriculos se recuperan del estado de repolarizacion. Al igual que el corazon,
la circulacion se divide en dos: La circulacion sistémica y circulacion pulmonar, la principal
diferencia radica en que la circulacion sistémica aporta el flujo sanguineo a todos los tejidos,

excepto los pulmones [2].
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Figura 1.1: Anatomia del corazéon. A) Componentes anatomicos del corazon. B)
Electrocardiograma registrado a partir de un evento eléctrico en el corazon, la frecuencia cardiaca
se puede obtener a partir de este registro contando el nimero de ondas R que hay en un minuto.
(Imagen tomada del libro Guyton pdgina 101 y 121 respectivamente).

1.1 Flujo sanguineo

El flujo sanguineo es la cantidad de sangre que atraviesa una seccién transversal en un
punto dado de la circulaciéon en un periodo de tiempo determinado. El flujo sanguineo de
toda la circulacion en un hombre en reposo es de aproximadamente 5000 ml/min. Ademas,
estd determinado por dos factores 1) El gradiente de presion de la sangre que existe entre dos
extremos de un vaso, y 2) la resistencia vascular (ver 1.2). En la figura 1.2 P1 representa
la presion en el origen del vaso, mientras que P2 la presion en el otro extremo del mismo, a
sabiendas de que P1 > P2, cabe mencionar que, a medida que el flujo sanguineo pasa por la
circulacion sistémica la presion media va cayendo progresivamente hasta casi llegar a 0 mmHg.
Por otro lado, la resistencia es la consecuencia de la friccion entre el fluido sanguineo y el

endotelio vascular [2].
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Figura 1.2: Relacion de las diferencias de presiones y resistencia que existen en cualquier vaso.
(Imagen tomada del libro Guyton pdgina 159).

1.2 Vasos sanguineos

Para que la circulaciéon pueda llevar a cabo su funcion, es decir, atender las necesidades
del organismo: Transportando oxigeno y nutrientes hacia los tejidos, asi como transportar los
productos de desecho, requiere de conductos de transporte, a lo anterior se le conoce como:
Vasos sanguineos. La figura (1.3) muestra una representacion de los vasos sanguineos. Tenemos
como vasos de mayor diametro a las arterias, cuya funcion consiste en transportar la sangre con
una presion alta hacia los tejidos, motivo por el cual tienen unas paredes vasculares fuertes y
un flujo sanguineo con una velocidad alta. Por otro lado tenemos a las arteriolas, las cuales son
las dltimas ramas pequenas del sistema arterial y actian controlando los conductos a través de
los cuales se libera la sangre en los capilares, por lo que tienen paredes musculares fuertes que
pueden cerrarlas por completo o que pueden relajarse, por lo que pueden alterar en gran medida
el flujo sanguineo, lo anterior en respuesta a las necesidades de cada tejido, las velocidades de

flujo tipica estan alrededor de 2%. Posteriormente tenemos a los capilares, los cuales son los

mm
seg

vasos de menor didmetro, presentando velocidades de flujo tipicas alrededor de 1 y ademas,
es el sitio en donde se lleva a cabo el intercambio de liquidos y nutrientes. Por otro lado,
tenemos a las ramas venosas, las cuales son comparables en didmetro al sistema arterial, pero, a
diferencia de las ramas arteriales, estas tienen como funciéon recoger y transportar los productos
de desecho de las células. Primero, tenemos a las vénulas, las cuales recogen la sangre de los
capilares y después se retinen gradualmente formando venas de tamano progresivamente mayor.
Finalmente tenemos a las wenas, las cuales funcionan como conductos para el transporte de

sangre que vuelve desde las vénulas al corazon [2].
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Arteria . . Vena
Arteriolas Capilares Vénulas

Figura 1.3: Representacion de una morfologia particular de los vasos sanguineos. (Imagen tomada
de <http://sistemacardiovascular902091.blogspot.com/2016,/03/vasos-sanguineos.html> ).

1.3 Microcirculacion

La funcion de la circulacion tiene lugar en la microcirculacion, es decir, capilares. Sus paredes
son muy finas, construidas con una sola capa de células endoteliales muy permeables, por lo que
el agua, los nutrientes y los restos celulares pueden intercambiarse con rapidez entre los tejidos

y la sangre circulante. La circulaciéon sistémica tiene alrededor de 10,000 millones de capilares

2]

1.3.1 Fendémeno de vasomotilidad en capilares

La sangre no fluye de manera continua en los capilares, sino que fluye de forma intermitente,
la causa de dicha intermitencia es un fenémeno conocido como wasomotilidad. Lo anterior
significa que, los vasos que regulan el flujo hacia los capilares (arteriolas) sufren de contracciones
intermitentes a través de esfinteres, conocidos como esfinteres precapilares (1.4). Se sabe que el
factor mas importante en la regulacion de la apertura - cierre de los esfinteres es la concentraciéon

de ozigeno en los tejidos [2].
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Capillary bed

Capillary
Arteriole Venule
Precapillary '
sphincter Thoroughfare
‘ channel
Metarteriole (serves as
vascular shunt when
precapillary sphincters
are closed)
Figura 1.4: Esfinteres precapilares. (Imagen tomada de

<http://sistemacardiovascular902091.blogspot.com/2016/03/esfinter-precapilar.html>).

1.4 Componentes principales de la sangre

La sangre es el fluido biol6gico mas importante, estd compuesto de una concentrada
suspension de células, las cuales se dividen en: Células rojas, células blancas y plaquetas,
todas ellas inmersas en un fluido llamado plasma (ver fig.1.5). Este tltimo contiene el 90 %
del agua y estd compuesto de varios solutos: fibrogeno, colesterol y albiiminas, ademas tiene
un comportamiento viscoso newtoniano, cuya viscosidad es aproximadamente de 1.2 cP. Por
otro lado, la sangre posee un comportamiento no newtoniano (fluido adelgazante), su viscosidad
oscila entre 3 - 4 cP y depende de los componentes celulares mas abundantes, es decir, los
globulos rojos. El volumen total de sangre, en humanos, comprende aproximadamente el 8 % de

la masa corporal|2].
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Figura 1.5: Componentes principales de la sangre.

Imagen tomada de <https://es.khanacademy.org/science/biology/human-biology/circulatory-
pulmonary/a/components-of-the-blood > ).

1.5 Globulos rojos

Como se observa en la figura anterior (ver fig.1.5), las células sanguineas mas abundantes
son los globulos rojos, también conocidos como eritrocitos. En el sentido méas estricto de la
palabra no son consideradas como células, puesto que no cuentan con un nicleo ni otros
6rganelos. Su tiempo de vida es de aproximadamente 120 dias, su concentracién en sangre

3 asimismo se le conoce como hematocrito

es de aproximadamente 5,200,000 células por mm
a la porcion del volumen sanguineo total que ocupan los eritrocitos, en condiciones normales
es del 38% (£ 5). Bajo condiciones saludables y no sometidas a un estrés externo presentan
una morfologia de disco biconcavo con un didmetro de 8 um y un grosor de 2 pum, ademéas de
un volumen corpuscular de 80 - 100 um? (ver fig.1.6 A). En situaciones de no equilibrio los
globulos son capaces de deformarse para poder fluir a través de ellos. Estructuralmente estan
compuestos de 2 envolturas: Una capa externa y una interna. La primera es una bicapa lipidica
fluida decorada con proteinas membranales, mientras que la capa interna estd compuesta de
un citoesqueleto hecho de tetrameros de la proteina espectrina, los cuales forman una malla
bidimensional [43]. Los nodos de esta malla estan anclados a la bicapa lipidica a través de
proteinas transmembranales|41|. Dichos anclajes son moviles en la membrana, por lo que, tanto
el esqueleto como los lipidos pueden deslizarse uno con respecto al otro[17]. Asimismo, la malla
puede estirarse a través del desplazamiento de las proteinas de anclaje mientras la superficie total
de la membrana permanece constante. Asi que la deformacion de los globulos rojos ocurre gracias
a las proteinas transmembranales y una vez deformados ocurre una redistribucion de volumen y

un doblamiento de la membrana. Cabe mencionar, que ademés de la capacidad de doblamiento
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de los globulos rojos, estos tienen la capacidad de volver a su forma original una vez que el
estrés es cesado, a lo anterior se le conoce como propiedad de memoria [24] (ver fig.1.6 B-C).
La funcion principal de los globulos rojos es la de transportar hemoglobina y, en consecuencia
llevar oxigeno (O;) desde los pulmones a los tejidos y diéxido de carbono (CO,) desde los
tejidos a los pulmones. La hemoglobina (Hb) es la responsable del color rojo de la sangre y es
la principal proteina de los eritrocitos (15 g/dl de sangre), dicha solucion, la cual se encuentra
en su citoplasma tiene una viscosidad aproximada de 7 cP (es decir, aproximadamente 6 veces
mayor a la del plasma sanguineo) y presenta un comportamiento de un fluido incompresible.
Cada molécula de Hb esta formada por 4 subunidades y cada sub-unidad consiste de un grupo
hemo(los cuales contienen 1 atomo de hierro) unido a una globina. La fraccion de hierro es la

responsable de que el Oy se una de forma reversible para formar el compuesto oxihemoglobina.

Seccion lateral

= 7.5 pm

10 pm

Vista superior

(a) Figura A (b) Figura B (c) Figura C

Figura 1.6: Esta figura muestra la habilidad de memoria de un glébulo rojo . (A) Caricatura del
eritrocito en estado de reposo. (B) Foto real de un eritrocido en reposo a través de la técnica
DIC (Interferencia de contraste diferencial) [6]. (C) Eritrocito deformado al ser atrapado por
una pinza oOptica [6]. Imagen A tomada de la web.
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1.5.1 Dinamica Tank Treading de glébulos rojos

Como ya se ha mencionado, los glébulos rojos juegan un papel de suma importancia en el
organismo, por lo que no deberia de resultar extrano que el interés puesto para su estudio sea
alto, a pesar de ello, aiin no se conoce en su totalidad los distintos comportamientos que los
globulos rojos pudiesen tener, por enfatizar algiin punto, la dindmica que los gobierna atin no es
muy clara a niveles cuantitativos y bajo condiciones fisiologicas. Para el estudio de la dindmica de
los globulos rojos, se ha tratado a los globulos rojos como capsulas viscoelésticas rellenas de un
fluido newtoniano incompresible (hemoglobina). En condiciones de no equilibrio, los eritrocitos
pueden tomar la dindmica de rodamiento y de tumbos [26], y a su vez asumir distintas morfologias
tales como: Elongaciones, forma de zapatilla y de paracaidas (|23],[24],[27]). Esta variedad de
comportamientos de los globulos rojos se debe fundamentalmente a la tasa de viscosidades entre
el fluido interno y externo a las células. Gracias a la ausencia de elementos funcionales en el
citoplasma da pie a que la membrana y el citoesqueleto puedan sufrir cambios conformacionales
alrededor del citoplasma, lo anterior constituye el movimiento tank treading (TT), el cual
produce una fuerza de elevacion que los lleva hacia el centro del vaso (ver fig.1.7 A). En el 2012,
Qishi y colaboradores estudiaron la interaccion entre los globulos rojos y el flujo circundante,
para su investigacion decidieron crear una configuracion experimental basada en la técnica de
microscopia confocal que les permitiera apreciar con mucho detalle la dinamica de los globulos
rojos al fluir en un canal microfluidico con las dimensiones tipicas de un capilar sanguineo. Para
lograr lo anterior montaron una platina movil al microscopio, la cual se desplaza en el sentido
opuesto al flujo, de tal manera que el centroide de las células permanece practicamente fijo
en el drea de escaneo del equipo. Asimismo, decidieron anclar a la membrana del glébulo rojo
particulas trazadoras fluorescentes de 0.2 um con el objetivo de observar la deformacion y el
movimiento de la membrana, ademas, para medir la velocidad del flujo en la parte exterior de
las células rojas utilizaron particulas del mismo tamano que las anteriores. En la figura 1.7 B, se
observa una imagen representativa de sus experimentos, donde podemos apreciar claramente la
linea media del canal (marcada con la linea vertical de trazos y puntos) y la direccion del flujo
(senialada con una flecha). Las flechas de colores indican las distintas velocidades en la zona del
canal, teniendo que aquellas de color rojo denotan la mayor velocidad (1.4 mms™') y las de
colores mas claros indican una velocidad cercana a 0 mms~—!. Asimismo, para sus experimentos
el ancho del canal es de 40pum y una altura de 30um . En la imagen podemos ver las distintas
velocidades de las particulas trazadoras, notando que aquella que estd mas proxima a la linea
media del canal lleva una mayor velocidad. Por tltimo, se puede apreciar como el flujo adyacente

al globulo rojo lleva la misma rapidez que la membrana del eritrocito y de igual manera, el flujo
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se ve distorsionado en la direccion de giro de la membrana del globulo rojo (marcado con las
flechas de las particulas trazadoras) [46]. Esta caracteristica de los globulos rojos esta asociada
a la fluidez o estiramiento de la membrana celular. Cabe senalar que los globulos rojos tienen
que recorrer una distancia del orden de varios milimetros para que las células puedan completar
la migracion hacia el centro del vaso sanguineo. Otra implicacion que tiene el movimiento tank
treading, es que en la periferia del vaso se forma una capa libre de células, la cual se encuentra
adyacente a la pared del vaso, dando lugar al efecto Fahraeus-Lindquist [21]| y provocando que los
globulos rojos viajen mas rapido que la velocidad promedio del plasma (ver fig.1.7 C). Trabajos
teoricos predicen que el movimiento TT depende principalmente del indice de esfericidad [35],
del esfuerzo de corte generado por el flujo, la viscosidad de la membrana del eritrocito [58] y de

su propiedad de memoria [24].
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(a) Figura A
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(Plasma)

Red Blood Cells

(c¢) Figura C

Figura 1.7: (A) El movimiento tank treading provoca una fuerza de elevacion en los globulos
rojos que fluyen en un capilar, lo cual tiende a empujarlos hacia el centro del vaso (Trayectoria
T1). Asimismo, dicha fuerza impide que los eritrocitos migren hacia la periferia de los vasos
(Trayectoria T2) [6]. (B) El movimiento tank treading provoca que el flujo circundante al globulo
rojo se distorsione en la direccion del giro del mismo, asimismo la velocidad de la membrana
del eritrocito tiene la misma magnitud que la velocidad del flujo adyacente (indicado por las
flechas de colores)[46].(C) Otra de las causantes del movimiento TT es que en la periferia del
vaso se forme una capa libre de células [40].
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1.6 Difusion y movimiento Browniano

Las particulas que se utilizan para estudiar el fenomeno de marginacién se encuentran en el
rango coloidal(20 nm y 3 pm), y por lo tanto su dinamica depende de las colisiones (10*' por
segundo) causadas por las moléculas del medio. El movimiento incesante de las moléculas del
fluido hace que la macroparticula se mueva con un movimiento irregular y sin ninguna direccién
preferencial si no hay ninguna fuerza externa actuando sobre ella. La fuerza que actta sobre la
particula, en un instante dado esta determinada por la integral de los gradientes de densidad
instanténeos del solvente que se producen en la superficie de la particula. Esta fuerza, debida
a las fluctuaciones térmicas del solvente tiene un caracter aleatorio tanto en direccién como en
magnitud. Este movimiento irregular es conocido como movimiento browniano. El movimiento
browniano fue descrito por primera vez en el ano 1828 por el botanico inglés Rober Brown. En
sus investigaciones sobre el polen de diferentes plantas, observo que este se dispersaba en una
gran cantidad de particulas pequenas, las cuales percibia con un movimiento ininterrumpido e
irregular. Varios cientificos trataron de dar una explicacion a este fendémeno, sin embargo, tal
explicacion fue dada por Einstein, utilizando la teoria de cinética molécular del calor. En su
modelo consider6 que el equilibrio dindmico de una particula coloidal es causado por dos fuerzas
de direccién opuesta. La primera es debida a la presion osmoética que acttia sobre la particula y
la segunda es originada por la agitacion térmica del solvente. Con este modelo se encontr6 que
para particulas esféricas, el coeficiente de difusion estd dado por la relacion:

p, = T (L.1)

€o

donde ¢ es la friccion que experimenta la particula en el medio en el que se encuentra. Para
una esfera de didmetro o y un fluido de viscosidad de corte 7, ¢y estd dado por ¢y = 3mno. Otro
resultado importante que Einstein encontré fue que el desplazamiento cuadratico medio y el

coeficiente de difusiéon para una particula browniana en el bulto estd dado por la expresion,
W(t) = 6Dyt (1.2)

la cual fue corroborada experimentalmente por Jean perrin en 1914. W (t) esta definido por

W) = 1 S (R ()~ R(0)?) (1.3

i=1
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donde ((R;(t) — R;(0))?) es el desplazamiento cuadratico medio de las particulas al tiempo ¢
y N corresponde al nimero total de particulas. Al considerar particulas coloidales en un flujo
cortante, como es el caso de los vasos sanguineos, la dinamica de las particulas esta dada por
la competencia entre la difusion browniana, la convecciéon y las interacciones entre particulas y

globulos rojos.

1.7 Ecuaciones de Navier-Stokes para un fluido

incompresible

Para describir la dindmica de un fluido se parte de la segunda ley de Newton de la mecanica

d .
%d—ZZZJ@pdt Zf (1.4)
J

donde esta fue dividida por el volumen y f; representa la fuerza por unidad de volumen. La

clasica,

velocidad para una particula en el fluido es una funcién de ¢ y r, y para que la velocidad de
un volumen especifico se escriba en funcion de (r,t), es necesario hacer una diferenciacion con
respecto al tiempo de la suma anterior en todas las direcciones del espacio, la cual se puede

reescribir como:

dv 8v
dt at

Sustituyendo esta ecuacion en 1.4 se obtiene:

Zf pdt (g—: + (v .V)V). (1.6)

+ (v-V)v. (1.5)

Por lo tanto, se obtiene:

(g—:+(v V) ):—Vp+V-T+f (1.7)

la cual forma parte de las ecuaciones de Navier-Stokes, donde p es la densidad del fluido. De lado
izquierdo de la ecuacién se tienen los terminos inerciales. Donde el primer termino representa la
aceleracion dependiente del tiempo y en donde el segundo termino es la aceleracion convectiva,

la cual es una aceleracion causada por un posible cambio en la velocidad debido a la posicién,
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donde un ejemplo de lo anterior, es la convergencia de fluidos al entrar en la boquilla de un
ducto. De lado derecho, el primer termino corresponde al gradiente de presion, mientras que
V - T representa una cantidad tensorial, la cual contiene terminos desconocidos y por lo cual, no
es directamente aplicable a los problemas préacticos. Por esta razon, es que se hacen hipotesis
especificas sobre el comportamiento del fluido, un ejemplo de ello es la cantidad nV?v la cual
es usada en el caso de fluidos incompresibles y Newtonianos. Por tltimo, se tiene la resultante
de fuerzas que actuan en un fluido, la cual es indicada por la siguiente expresion, de donde
se haran ciertas consideraciones, segtin sea el caso de que pudieran estar presentes diferentes

fuerzas externas:
Z fj = felec + fgrav = pelecE +pg (18)
J

Otra ecuacién necesaria es la ecuaciéon de conservacién de la masa. En el caso de un fluido

incompresible, la densidad es una constante y la ecuacion a utilizar es:

V-v=0. (1.9)

1.8 Numero de Reynolds

El primer paso para modelar el comportamiento de un fluido es predecir si este es laminar
o turbulento. En los problemas de ingenieria con los que se estd mas familiarizado, es comtn
encontrar flujos de tipo turbulento. Sin embargo, en los sistemas biologicos, especificamente en
la microvasculatura, las dimensiones tan pequenas que se manejan suprimen el desarrollo de la
turbulencia, dando como resultado un flujo laminar. El nimero adimensional que describe la
importancia relativa entre los efectos viscosos e inerciales, es conocido como niumero de Reynolds.
Cuando se trabaja con un fluido Newtoniano incompresible, el fujo hidrodindmico es descrito
por las ecuaciones de Navier-Stokes (seccion 1.7), en donde la velocidad del fluido en (z,y, 2)
es representada por v y la presion por p. Se reescala la velocidad (v), la posicion (z,y,2) y el
tiempo (), por una velocidad caracteristica del fluido Uy, una longitud caracteristica del sistema

(Lo) y una escala de tiempo definidia como(Lg/Up), respectivamente, dando como resultado:

Re <88;1/ + (u’- V’)u/> =-V'p +nV*d, (1.10)
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donde las primas indican los cambios de variable en la ecuacion (variables adimensionales) y

donde R, es el nimero de Reynolds:

L
R, = PYolo. (1.11)
1

que es el cociente entre las fuerzas viscosas e inerciales.

De la expresion del nimero de Reynolds se observa que cuando la viscosidad es alta o la
dimension y velocidad caracteristica del sistema son pequenas, se obtienen pequenos valores de
R.. Bajo estas condiciones el lado izquierdo de la ecuacion 1.10 es despreciable y en consecuencia
el desarrollo de la turbulencia se suprime y se tiene un flujo de tipo laminar. En el caso de una
arteriola de 100 pm, el namero de Reynolds es = 0,7(considerando una velocidad de flujo de 2
cm/seg). Por otro lado, en un capilar de didmetro de 7 um, el niimero de Reynolds es ~ 1,7x1073

(considerando una velocidad de flujo de 1 mm/seg y una viscosidad de 0.03 dyns/cm?).

1.9 Ley de Hagen Poiseuille

Las ecuaciones de Navier Stokes son representadas por una ecuacion diferencial no lineal.
Tales ecuaciones son dificiles de resolver analiticamente, excepto para algunos casos particulares.
Uno de esos casos en los que esta ecuacion tiene solucion analitica, es el transporte de fluidos

por un gradiente de presion en un canal infinito, tal y como se observa en la siguiente figura:

Ar

= Uy (r)

Pressure dp
Gradient dx

o ) el — ] e

Figura 1.8: Representacion grafica del flujo de Hagen Poiseuille.

en donde el flujo es causado por el gradiente de presion Z—g en la direcciéon axial x. La ecuaciéon

de continuidad axisimétrica resultante para un fluido incompresible es la siguiente:

Ou,
5 =0 (1.12)

por lo que la velocidad axial, u,(r) es una funciéon solamente de r, la cual es la coordenada

radial. Utilizando esta ecuacion de Navier Stokes para un fluido incompresible de viscosidad
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uniforme y constante, la ecuacion se reduce a:

op Pu, 10u,

or M{ ar2 " r or } (1.13)
dp
5 =0 (1.14)

La ecuacion 1.14 muestra que la presion p, es una funcion que depende solamente de = y, por
lo tanto, el gradiente %, estd definido y debe ser un parametro del problema. Esto permite que

la ecuaciéon 1.13 sea integrada para que la velocidad u, se pueda escribir como:

2 (d
um(r) = Zlﬁ—lu <£> + Cl Inr + CQ (115)

donde C y C5 son constantes de integracion, las cuales se determinaran por la aplicacion de
condiciones de frontera. En el eje la velocidad no puede ser infinita, por lo tanto C'; tiene que

ser cero. Por lo tanto, la condiciéon "no-slip.®® la pared de la tuberia requiere que u,(R) = 0 por

R? ([ dp
=—| — 1.1
¢, 4p (dx) (1.16)

por lo que la solucion al flujo de Poiseuile en una tuberia circular es:

lo que

() = i(- Z-i) (R? —1?) (1.17)

donde las presiones p; y po pueden ser medidas en dos localizaciones diferente en la direccion
x a una distancia [ para asi poder determinar 3—5 = (p1 — pa2)/L. A diferencia de lo que sucede
en un dispositivo microfluidico donde no existen variaciones a lo largo del canal, y por lo tanto
particulas o algunos otros modelos, siguen el perfil de velocidad parabdlico descrito por la
ecuacion anterior, en los vasos sanguineos no se sigue el mismo comportamiento debido a las
variaciones y curvaturas que existen a lo largo de ellos. Se ha demostrado ampliamente que

el perfil de velocidades de las células sanguineas obedecen una ecuaciéon diferente al del flujo

Up () = Umas (1 - (}%)k> (1.18)

donde u,(r) es la velocidad promedio del fluido, ., es la velocidad en el centro del vaso y K

parabolico:
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es el parametro de modificaciéon al perfil parabolico, el cual es mayor a 2 y que resulta en un

perfil aplanado en comparaciéon al perfil parabdlico.
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1.10 Marginacion

Para llevar a cabo su funcion fisiologica, tanto células blancas como plaquetas tienen que
viajar en proximidad a la pared de los vasos, lo anterior es posible gracias a un fenémeno conocido
como marginacion, el cual simplemente se refiere a la migracion lateral de las células anteriores
hacia la capa libre de células [11]|45]|3](62]|60]. Las plaquetas tienen un tamano aproximado de 2
- 3 um y presentan una rigidez 4 veces mas grande que la de los globulos rojos [60](ver células de
color blanco en Fig. 1.9) y su concentracion en sangre es de aproximadamente de 250, 000 células
por mm?. Las plaquetas estan involucradas en el proceso de cicatrizacién y actiian en respuesta
a algin dano de los vasos sanguineos por lo que requieren viajar en proximidad a la pared del
vaso. Por otro lado, los glébulos blancos son un conjunto de células, las cuales son ejecutoras
de la respuesta inmune interviniendo en la defensa del organismo contra sustancias extranas o
agentes infecciosos (antigenos), y para cumplir sus funciones tienen que adherirse a la pared
del vaso. En condiciones saludables, su concentracién en sangre es de aproximadamente 8,000
células por mm3, dicha concentracién incrementard una vez el sistema sea atacado por algin
elemento patdgeno o se presente algin proceso de inflamacion. Tienen un didmetro aproximado
de 15 -16 pm y cualitativamente presentan una rigidez 10 veces mayor a la de los globulos rojos
(|44]-[55])(ver células moradas en fig. 1.9 (WBC) por sus siglas en inglés). La marginacion de
estas células fue observada por primera vez en los vasos sanguineos de un renacuajo en 1824 54|,
posteriormente fue observada en 1938, donde se correlacioné la marginaciéon de células blancas
con la agregacion de células rojas [25]. Asimismo se ha demostrado que la razén de tal fenémeno
es su rigidez y su tamano, puesto que a una mayor rigidez la fuerza que da lugar al efecto de

marginacion va aumentando [42], contrario a lo que sucede con las células rojas sanas.

No deberia resultar extrano, que el comportamiento dinamico tanto de plaquetas como de
globulos blancos resulte de gran interés para posibles aplicaciones biomédicas. Un area que en
los tltimos anos ha tomado un gran auge, es el desarrollo de sistemas de liberacion controlada
de farmacos, en donde los blancos se encuentran ya sea en la pared del vaso sanguineo o en los
tejidos, los cuales se encuentran mas alla de la pared, por lo que el transporte del farmaco a
través del volumen sanguineo hacia la pared del vaso (marginacion) es un pre requisito para su
funcionalizacion, lo anterior se puede observar de manera esquematica en la figura 1.9, donde
el objetivo de estos sistemas es administrar particulas (color azul) en el torrente sanguineo
(principalmente a nivel sistémico) para que estas interaccionen con los componentes celulares
sanguineos para posteriormente migrar hacia la capa libre de células (marginacion), una vez

ahi, a través de ligandos lograr que las particulas se adhieran (adhesion) a la pared del vaso



18 1.10. Marginacién
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Figura 1.9: Representacion de los componentes sanguineos celulares fluyendo en un vaso [12].
Asimismo, se esquematiza la migracion lateral de particulas de tamano microscépico como
consecuencia de las interacciones entre particulas y glébulos rojos, lo anterior, visto como una
posible aplicacion biomédica, una vez las particulas migren hacia la capa libre de células (CFL),
su posible adhesion al endotelio, el cual se encuentra en la pared del paso. Por tltimo, se muestra
la tendencia que tienen los eritrocitos a migrar hacia el centro del vaso.

para una liberacion del farmaco en la pared e incluso a nivel tejido. En la dltima década se han
realizado un gran nimero de estudios enfocados a la marginacion de particulas desde distintas
perspectivas, lo mas estudiado es la marginacion de particulas en funciéon de su forma y tamano
[12][16], asi como la dependencia con el hematocrito y el estrés de corte causado por el flujo
[61][50]|37], sin embargo, la mayoria de los estudios han sido experimentos in vitro e incluso
simulaciones computacionales, los cuales idealizan las condiciones bajo las que se realizan tales
experimentos, alejandose en algunos casos, demasiado de las condiciones reales (fisiologicas) a
las que un sistema biologico esta expuesto. Una de las investigaciones representativas acerca de
la dindmica que siguen las particulas en los vasos fue la realizada por Maryam y colaboradores
[50] en el 2011, en donde estudiaron la migracion lateral de particulas fluorescentes de 1 um en
un tubo cilindrico de vidrio de 50 um de diametro a diferentes niveles de hematocrito (10, 15y
20 %) a través de microscopia confocal. Dichos autores midieron el desplazamiento cuadratico
medio (ver ec. (1.3)) de las particulas en la direccion perpendicular al flujo, encontrando una
dependencia lineal en el tiempo. Tales resultados les permitieron definir un coeficiente de
dispersion, el cual indica que la migracion lateral de las particulas se debe a un movimiento
cadtico como consecuencia de la interacciéon entre los eritrocitos y las particulas, lo cual da lugar
a una dispersion lateral de las particulas inducida por un esfuerzo cortante. Adicionalmente,

analizaron la dependencia radial del coeficiente de dispersiéon, para lo anterior, dividieron el
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Figura 1.10: Perturbacion de un flujo parabdlico generado por la presencia de un glébulo rojo
con movimiento tank treading. (a) Campo de velocidades de un dipolo hidrodinamico (stresslet)
alrededor de un globulo rojo con movimiento de tank treading. (b) El cambio en la trayectoria
de una particula esférica rigida al interaccionar hidrodindmicamente con un eritrocito [61].

canal en 4 secciones radiales (0 - 0.25R, 0.25 - 0.50R, 0.50 - 0.75R y 0.75 - 1R, donde R es el
radio del canal y el valor cero corresponde a la pared.). Sus resultados indican que el coeficiente
de dispersion tiene un valor mayor para distancias cercanas al centro del canal (0.75-1R) y va
disminuyendo conforme las particulas se acercan a la pared. Este efecto fomenta la migracion
lateral de particulas del centro del canal hacia la capa libre de células. Sus resultados muestran
también que el coeficiente de dispersion aumenta linealmente en funciéon del hematocrito y del
estrés de corte. Tomando en cuenta los diferentes pardmetros de los que depende el coeficiente

de dispersion D,., se ha encontrado que se puede normalizar como:

. D.—D,

P DB 1.19
Hectydspo (1.19)

donde Dy es el coeficiente de difusion browniano (ec.1.1), % es el estrés de corte y drpc es
el diametro de un glébulo rojo. Esto implica que aunque el coeficiente D, sea menor a D,
(en aproximadamente un orden de magnitud), el movimiento browniano juega un papel no
despreciable para particulas de 1 um de didmetro. Se ha estimado que el umbral en el tamano
de particulas a partir del cual existe marginacion es aproximadamente 0.5 pum, lo cual se
debe a que para didmetros inferiores el efecto dominante es el movimiento browniano [36].
Recientemente, se ha demostrado a través de simulaciones computacionales [19][37][61] que
la interacciéon entre particulas y globulos rojos que causa la migracion lateral de particulas
es puramente hidrodinamica debido a un dipolo hidrodinamico (ver fig. 1.10) que se genera
alrededor de las células y que trae como consecuencia una desviacion de las trayectorias de las

particulas en la direccion perpendicular al flujo.
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Un segundo efecto que causa la migracion lateral de particulas es conocido como efecto
cascada, el cual se refiere a un movimiento lateral abrupto que lleva a las particulas que se
encuentran a una distancia muy proxima de la pared del vaso hacia la capa libre de células.
Este efecto surge gracias a la formacion de microestructuras creadas por globulos rojos (clusters)
y cavidades entre clusters adyacentes, las cuales se encuentran sin eritrocitos. Cabe mencionar
que la mayoria de las cavidades se forman cerca de la capa libre de células debido a que en tal sitio
existe una disminuciéon en la concentracion de globulos rojos, sin embargo, en ocasiones estas
cavidades pueden encontrarse en la zona rica de gloébulos rojos. La marginacion de particulas
en este caso se debe a que cuando las particulas se desplazan en estas cavidades existe una
probabilidad de que sean empujadas hacia la capa libre de células, ya sea por un glébulo rojo
o bien por un cimulo de estas células. La dindmica tipica de una particula que se margina
por el efecto cascada consiste principlamente de tres fases: Un movimiento difusivo lento, un
movimiento lateral abrupto que lleva a las particulas fuera de la zona rica de glébulos rojos
hacia la capa libre de células (efecto cascada) y una vez ahi, la posibilidad de que salgan de
la capa libre de células es practicamente nula. Cabe senalar que existe poca evidencia de este
efecto en modelos in vivo [36] ya que la mayoria de los estudios acerca de este fenémeno se han
realizado por métodos computacionales [59]. Sin embargo, en el contexto de la migracion lateral
de globulos blancos, se ha encontrado que la marginaciéon de leucocitos se incrementa con la
formacion de agregados de eritrocitos en forma de pila de monedas (rouleaux)cerca de la capa
libre de células [32][33][48][57].



Antecedentes

Este capitulo esta dedicado a proporcionar un paronama general acerca de los estudios que

se han realizado para comprender el fenémeno de marginacion.

2.1 Estudios in vivo

En el 2013 Lee y colaboradores [36] estudiaron a través de microscopia intravital la
distribucion vascular de particulas esféricas de poliestireno 200 y 1000 nm de didmetro. Para
su estudio, las particulas fueron recubiertas con polietilenglicol (PEG), lo anterior debido a
que se ha demostrado en literatura que dicho compuesto biocompatible aumenta el tiempo de
circulacion de las particulas, asimismo los autores utilizaron un modelo in vivo, en este caso,
ratones. Con la ayuda de una preparacion quirtirgica visualizaron la microcirculacion en la oreja
del raton, analizaron tanto arteriolas como vénulas de 20 - 30 pm de didmetro. Para conocer
la distribucion de las particulas decidieron segmentar el vaso de interés en 5 capas, 2 capas
externas, 2 capas internas y una intermedia, todas ellas de la misma magnitud. Para cuantificar
el nimero de particulas en cada capa dividieron el nimero total de nanoparticulas fluyendo en
cada capa entre el nimero total de particulas contadas en el vaso, para asi obtener la densidad
normalizada de particulas por capa.

Para el caso de las particulas de 200 nm encontraron que estas se distribuian aleatoriamente
en el vaso, es decir, no exhibian acumulamiento preferencial en ninguna capa, lo anterior se
puede observar en la distribucion de densidad, la cual presenta una distribucion uniforme (ver
fig. 1 en [36] B). Por otro lado, para las particulas de 1000 nm observaron un comportamiento

totalmente distinto, estas tdltimas tendian a acumularse en las dos capas externas, las cuales se
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encontraban adyacentes a la pared del vaso, obteniendo que aproximadamente el 60 % del total
de particulas permanece en las dos capas externas (0.0 - 0.2 y 0.8-1.0) en comparacion al 15 %
de las particulas que permanecen en las capas internas (0.2-0.4 y 0.6-0.8) y el resto en la capa
intermedia (0.4-0.6) (ver fig.1 en [36] D), por lo que determinaron que las particulas de mayor
didmetro estan aproximadamente 3 veces més concentradas cerca de las paredes del vaso que
las particulas de menor tamano. De su investigacion concluyen que solamente las particulas en
el rango de 500 - 1000 nm tienen mayor propension a marginarse, mientras que las particulas
inferiores al rango anterior tienden a circular en todo el ancho del canal con una migracion

lateral gobernada tinicamente por el movimiento browniano de las particulas.
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2.2 Estudios in silico

En el 2017 Naoki Takeishi y colaboradores [56] decidieron corroborar si los resultados
arrojados por otros grupos de investigacion, los cuales estudiaban el fenomeno de marginacion
pero en condiciones vasculares macroscopias, es decir, arteriolas y vénulas de gran tamano,
podian extrapolarse a los capilares. Por lo que a través de una simulaciéon computacional
investigaron el comportamiento de particulas de 1 um de didmetro en la microvasculatura. Para
sus simulaciones consideraron vasos de 8, 10, 12 y 22 um de didmetro, asimismo modelaron a los
glébulo rojos como una capsula biconcava encerrada por una membrana elastica delgada de 8 ym
de diametro (Para méas detalles, ver referencia). Los autores encontraron algunas singularidades,
como por ejemplo, en el vaso de menor didmetro (8 pm) observaron un flujo de una sola fila de
células lo cual genera linea de flujos en el plasma en forma de vortices en los espacios que se
encuentran libres de células. Debido a esto la mayoria de las particulas fluyen entre los espacios
de globulos rojos con trayectorias tipo vortices, por lo que los autores lo denominaron como
evento de captura (ver fig.2.1 a). Similarmente, encontraron para el vaso de 10 um, donde la
unica diferencia encontrada fue que el flujo de una sola fila fue atin mas marcado que para el
caso del vaso anterior (ver fig.2.1 b). Caso totalmente distinto para el vaso de 12 pm, donde
observaron que la mayoria de las particulas se encontraban marginadas en la capa libre de células
(ver fig.2.1 ¢), mientras que para el vaso de mayor diametro (22 pum) encontraron los mismos
resultados que el caso anterior, con la diferencia de que los globulos rojos exhibian un flujo de
multiples filas (ver fig.2.1 d). Concluyen que las micro particulas no exhiben el fenomeno de
marginacion para el caso de capilares con didametro < 12 pm, ya que son capturadas entre los
glébulos rojos, por lo que al haber utilizado un modelo in silico, los autores esperan que sus

resultados puedan ser corroborados por un modelo in vivo bajo sus mismas condiciones.
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(b)

8um 10 um

(d)

12 um

Figura 2.1: Fotografias representativas del flujo de las particulas de 1 um con los globulos rojos
(figuras a-d), para estas simulaciones establecieron un hematocrito del 0.2. Asimismo se indica
tanto la direccion del flujo como las trayectorias de particulas marcadas por las lineas de colores,
asi como el respectivo didmetro de cada vaso. [56].

2.3 Objetivos

En el presente trabajo se analiza el fenémeno de marginaciéon desde un enfoque cuantitativo,
en el que se miden los pardmetros de rapidez, asi como la distribucién de las particulas en

distintos didametros de la microcirculacion.

2.3.1 General

Estudiar la captura y marginacion de particulas de 1 um de didmetro en la microvasculatura.

2.3.2 Particulares

El presente estudio se desarrollé bajo los siguientes objetivos particulares.

1. Desarrollar una configuracion experimental que nos permita la administracion de
particulas y la visualizacion de la microcirculacion con buena resolucion (espacial y

temporal).

2. Implementar un algoritmo que nos permita obtener el didmetro del vaso, asi como la

identificacion de las particulas.

3. Determinar los criterios para establecer si las particulas estan atrapadas o marginadas, en

funcion del didmetro del vaso y su ubicacion en el vaso.
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3.1 Metodologia

3.1.1 Modelo in vivo

En el presente trabajo se utilizaron ratones como modelo, de la cepa CD-1, los cuales fueron
proporcionados por el bioterio de cinvestav Zacatenco. Se trabajaron con ratones de 6 - 8
semanas de edad, correspondientes a un peso de 35-40 g aproximadamente, segiin su curva de

crecimiento (ver fig.3.1 A).

3.1.2 La utilizacién de la canulacién para distintos propoésitos

La canulaciéon tanto arterial como venosa ha sido usada desde tiempo atras en el campo
de la investigacion [9][10]. Esta técnica puede ser utilizada para el monitoreo de parametros
hemodinamicos, como la presion arterial media (MAP) y la presion venosa central (CVP)[53][15].
Asimismo, la cateterizacion permite la infusion de farmacos, sustancias, asi como el muestreo de
sangre, etc. En el presente trabajo se canularé la vena yugular para el suministro de particulas
a través de esa via, puesto que dicha vena conforme va descendiendo se convierte en la vena
cava, asi aseguraremos que nuestras particulas se dispersen de manera sistémica y lleguen hacia

el musculo cremaster (ver fig.3.1 B).
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Figura 3.1: A) Curva de crecimiento de ratones de la cepa CD-1 (linea verde
indica el peso para machos, mientras la linea negra para hembras), el cual estd en
funcion de su peso. B) Conformacion de la vena yugular a la vena cava superior.
Imagen A tomada de <http://www.labome.es/method/Laboratory-Mice-and-Rats.html>, figura
B tomada de <hitps://www.elsevier.es/es-revista-dialisis-trasplante-275-articulo-el-abordaje-
yugular-S1886284511001093>.

3.1.3 Anestestesia y preparaciéon del animal para los procedimientos
quirtdrgicos

Se siguieron protocolos aprobados por las comisiones de ética. Se utilizaron ratones de la
cepa ICR — CDR de 6 — 8 semanas de edad, puesto que para tal edad el musculo tiene un grosor
de aproximadamente 70 pm, 6ptimo para su visualizacion a través del microscopio. El raton es
anestesiado de manera intraperitoneal con ketamina / xylazina (60 mg/kg). Durante la cirugia
se mantuvo la anestesia a través de suplementos de 10 — 20 % de la dosis inicial (En intervalos
indicados por la respuesta del raton al pinchar la cola). Como cualquier preparacion quirirgica
se monitorearon signos vitales del raton (presion cardiaca y ECG), asimismo se mantuvo la

temperatura constante del raton a 36 - 37 grados.

3.1.4 Canulacién de la vena yugular

Se posiciona al ratéon de forma supina sobre el pedestal, con sus extremidades estiradas
radialmente hacia los bordes de la base, aseguradas con pedazos de cinta para mantener su
posicion durante los procedimientos quirargicos (ver fig.3.2 A). Para la cateterizacion de la vena

yugular se extiende el cuello, lo anterior para mejorar la exposicion de la vena, se logra mediante
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la colocaciéon de un hilo en el diente superior del ratén, el cual ird anclado a la parte superior
del pedestal. Posteriormente se realizard una incision ventral a la derecha de la linea media del
cuello al nivel de la clavicula. Se prosigue con la separacion de la yugular de los tejidos linfaticos
y salivares. Una vez expuesta, se colocan dos hilos en los extremos del vaso (para asegurar
posteriormente al catéter), después se realiza una pequena incision en el vaso lo suficientemente
larga para que el catéter pueda entrar sin dificultades. Por tltimo, se prosigue con la insercion
del catéter en el vaso, el cual se insertard en la direccién de la ubicacidén del corazén, una vez
adentro se asegura con los dos hilos previamente colocados (ver fig.3.2 B)(protocolo desarrollado
por [22]).

A)

Figura 3.2: A) El raton listo para las preparaciones quirtrgicas. B) Canulacion de la vena
yugular.

3.1.4.1. Ruta metabdlica de las particulas

Una vez canulada la vena yugular (como se observa en la fig. 3.2 B), se procede a la diseccion
del musculo creméaster (como se detalla en la siguientes secciones) con el objetivo de visualizar
las particulas a través del microscopio gracias a su fluorescencia. Al ser administradas a nivel
sistémico, antes de llegar al musculo cremaster las particulas tienen que recorrer un largo
trayecto, pasando por distintos sitios del organismo (pulmoén, rinén, higado, etc). Como se

observa en la figura 3.1B, la vena yugular posteriormente se convierte en la vena cava, una vez



28 3.1. Metodologia

ahi, las particulas entraran a la auricula derecha para después pasar al ventriculo izquierdo,
enseguida, a través de la arteria pulmonar las particulas se dispersaran hacia los pulmones,
posteriormente ingresaran a la auricula izquierda a través de las venas pulmonares para después
pasar hacia el ventriculo izquierdo en donde saldran dispersas de manera sistémica a todo el
organismo a través de la arteria aorta, tal y como se ilustra en la figura 3.3 (Para un mayor

entendimiento del recorrido ver fig. 1.1A donde se detalla la anatomia del corazon).
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Figura 3.3: Ruta metabdlica de las particulas de poliestireno .

3.1.5 El uso del musculo creméaster para distintos fines cientificos

Este modelo ha sido usado para estudios de distintas indoles, fue utilizado por primera vez
para el estudio de la inflamacion usando histologia y microscopia de electrones post morten

[38][39]. Asimismo el primer reporte de este modelo in vivo fue utilizado para investigar las
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respuestas microvasculares de farmacos vasoactivos utilizando luz reflejada [30]. Sin embargo
las preparaciones anteriores tenian ciertas deficiencias en la diseccion del misculo, una de ellas
fue que el misculo mostraba curvaturas, fue entonces que anos después el mayor avance en
cuanto a la diseccién implicé abrir el musculo, separarlo del testiculo y extenderlo radialmente
tan plano como se pudiera para una posterior transiluminacion a través de un microscopio [4].
Tal preparacion se ha utilizado para distintos enfoques, tales como: El estudio de la fisiologia
de la microcirculacion en ratas [7] y en hamsters [18]. La mayor ventaja de este musculo es que
tanto funcional como estructuralmente es similar a otros musculos esqueléticos, y ademas tiene

un grosor y una transparencia que facilitan la visualizacién a través del microscopio.

3.1.6 Preparaciéon del mtsculo cremaster

El cremaster es un misculo esquelético, se deriva de los misculos internos del abdomen
(oblicuo y transverso) a medida que los testiculos descienden a través del canal inguinal. Su
funcion es dar soporte y mantener la temperatura de los testiculos a través de contracciones
o relajaciones de los mismos. Para la diseccion del musculo creméster se seguird el protocolo
desarrollado por [5], el cual se describe brevemente: Se realiza una incision a lo largo de la
superficie ventral del saco del escroto, una vez realizada la incisiéon se debe de identificar la
superficie del musculo cremaster, el cual se debe de observar como una capa delgada de tejido
que recubre a los testiculos, a partir de aqui se empieza a irrigar el musculo con PBS para
mantenerlo himedo y a temperatura normal (37 C) (ver fig.3.4 A). Asimismo se debe de remover
el tejido conectivo y conjuntivo que mantiene unido al testiculo con el tejido circundante (ver
fig.3.4 B). Se extiende radialmente la superficie externa del misculo sobre el pedestal de PDMS.
El musculo se asegura con aproximadamente 5 -6 agujas de acupuntura(grosor de 25 um) para

que el mismo quede lo mas plano posible (ver fig.3.4 C).
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(a) Figura A (b) Figura B (c¢) Figura C

Figura 3.4: Esta figura muestra los distintos pasos para la preparacion del misculo cremaster.
(A) Se realiza una pequena incision sobre la piel de los testiculos. (B) Se separa la piel y el
tejido conectivo, para asi tener una mejor exposicion de los testiculos. (C) Se prosigue con la
extension del musculo cremaster lo més plano posible. [30]

Tal y como se mencion6 en la seccion 3.1.6 esta técnica ha sido utilizada para diversos
enfoques. Una vez dominada la técnica permite la observacion clara y directa de la
microvasculatura para estudios in vivo, tal y como se observa en la figura 3.5, donde podemos

ver con bastante claridad tanto arterias, como arteriolas y capilares.

Figura 3.5: Visualizacion de la vasculatura del misculo cremaster con un objetivo de 10X.
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3.2 Video microscopia digital

Para cada experimento se generaron videos con ayuda de un microscopio de epifluorescencia,
un video en campo claro y uno de fluorescencia. El video de campo claro se generd con el
objetivo de visualizar el flujo de globulos rojos y poder determinar el borde de los vasos, v el de
fluorescencia para observar el flujo de particulas. Los videos fueron grabados a 500 cuadros por
segundo con una duracion de 11 segundos cada uno, haciendo un total de aproximadamente 5100
imagenes por video. Las grabaciones se obtuvieron por medio de una camara rapida (FASTCAM
SA3 modelo 60K-M1), la cual se monté sobre el microscopio (Olympus BX51) utilizando un
objetivo de 50X (n.a 0.50), con una resolucion espacial de 512 x 512 pixeles, lo que genera un
area de captura de 186 um?. Cada video se analiz6 directamente para obtener las posiciones de
cada particula, posteriormente se ligaron las posiciones para generar trayectorias, y con cada
trayectoria se calculd la rapidez para cada una de ellas. Una vez completada la preparaciéon se

coloca en el microscopio para la visualizacion de la microcirculacion (ver fig.3.6).

Figura 3.6: Montaje experimental. Una vez realizadas las preparaciones quirdrgicas se coloca al
raton en el microscopio para el estudio.
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Figura 3.7: A) Imagen de campo claro donde se pueden apreciar globulos rojos en un vaso. (B)
Superposicion de trayectorias de las particulas en el vaso.

3.3 Analisis de imAgenes y trayectorias

La ciencia de imagenes es una disciplina de reciente creacion y se basa en la implementacion
de filtros de distinta naturaleza para cuantificar la informaciéon contenida en las imagenes. En
esta disciplina se manejan a las imégenes como una colecciéon de informacién cuantificada y
localizada. Cada punto en el espacio es representado por un pixel, en el cual se almacena
la cantidad de intensidad luminiscente en una posicion especifica. Para extraer informacion
de dicho sistema se realizan operaciones matematicas con la colecciéon de nimeros junto con
su posicion. En el presente trabajo se utilizan implementaciénes en MatLab de un programa
desarrollado con anterioridad en IDL [13], lo anterior con el proposito de extraer las trayectorias
contenidas en cada video. También se programaron las herramientas necesarias para procesar

la informacion obtenida de las trayectorias.

3.3.1 Analisis de imagenes de las particulas

Los videos son secuencias de imégenes separadas por intervalos de tiempos constantes. Esto
nos permite registrar diversos sucesos fisicos/biologicos como la motilidad de microorganismos
o células, para posteriormente obtener sus trayectorias, midiendo cantidades fisicas como la

rapidez, velocidad, aceleracién, etc. El inverso del intervalo de tiempo que transcurre entre



3. Materiales y métodos 33

a)

Figura 3.8: Representacion de una imagen en pixeles. a) Imagen original, b) Valores de intensidad
para cada pixel sobre la imagen.

imégenes es conocido como la frecuencia de adquisicion o los cuadros por segundo. Las imagenes
se registran de manera digital en formato cuantificado por medio de pixeles, los cuales registran
una intensidad de color para un area dada, asi se construye una imagen que consta de nXm
pixeles (ver fig.3.8). Para poder cuantificar la informacion proporcionada por las imagenes
obtenidas durante el proceso experimental, es necesario encontrar la equivalencia que existe
entre pixeles y micras. Para lograr lo anterior, se utiliz6 una plantilla micrométrica, la cual
contiene rejillas con una separacion de 10 pm entre cada una de ellas, se tom6 una imagen a
la regla micrométrica con las condiciones utilizadas para nuestros experimentos, posteriormente
se calculo la distancia entre las rejillas, para asi poder obtener la equivalencia existente entre
pixeles/micras, a partir del procedimiento anterior se obtuvo que 1 pixel = 0.3622 pm. En este
trabajo se generaron videos de cada experimento con una duraciéon de 22 segundos, capturados
a 500 cuadros por segundo, con un area de 512 x 512 pixeles, los cuales equivalen a un area de
186 pm?. Dichos videos y sus correspondientes imédgenes presentan con claridad a las particulas
gracias al contraste que tienen con el fondo (ver fig.3.9 A). Con este tipo de iméagenes se trabajo
para obtener las trayectorias correspondientes a cada particula. Dicho proceso consta de una
serie de célculos aplicados a cada imagen del video. Primero, gracias al buen contraste que
existe no es necesario realizar un estricto pre-procesamiento, para cada cuadro se aplica un
filtro pasa-bajas para localizar a las particulas, representadas por objetos blancos (ver fig.3.9
A).

Una vez que las particulas se localizan (ver fig.3.9 B), se procede con el analisis que construye
las trayectorias. Con la coleccion de posiciones de las particulas para cada cuadro del video es
necesario realizar una correlaciéon entre las posiciones de cuadros consecutivos. Para realizar
dicha correlacion se requiere establecer parametros de exploracion. En el trabajo desarrollado
por Crocker et al [13|, para generar las trayectorias se plantea el calcular un error al relacionar

las posiciones entre cuadros con todas las posibles posiciones vecinas dentro de un rango que a
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Figura 3.9: (A) Imagen correspondiente a un cuadro del video, podemos observar a las particlas
en color blanco y el fondo en negro. (B) Imagen con los centroides localizados (marcados con una
cruz roja y con un nimero para identificar a cada particula) para las particulas correspondientes
al cuadro del video.

continuacion se explica a detalle.

Para ligar las posiciones de las particulas entre la imagen tomada un instante de tiempo ¢,
y otra imagen en un tiempo posterior ¢;,; es necesario establecer una correspondencia entre
las posiciones de las particulas en base al desplazamiento promedio de las mismas entre dicho
intervalo de tiempo. Cuando no se puede calcular la trayectoria de una particula, lo que se hace
es determinarlo por proximidad entre las dos imagenes. El algoritmo para ligar trayectorias no
considera la interaccion entre particulas, lo cual es valido para concentraciones bajas como las
que se utilizaron en este trabajo. Primero se establece la probabilidad de desplazamiento de la

particula a una distancia ¢ en el plano en un tiempo 7 como se muestra en la Ec.3.1

P(olr) = \/ﬁexp (%) , (3.1)

en donde D es la velocidad de la particula. Para un ensamble similar de N particulas idénticas,

la probabilidad correspondiente es como se presenta en la Ec. 3.2.

Ploi|r) = (ﬁ)Nexp (—f; 4%‘27) | (3.2)

Lo mas parecido a la asignaciéon de etiquetas o indicadores a particulas es la maximizacion

de P(o|r), o la minimizacion de 3.~ 02 que es equivalente. Para reducir la complejidad de
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asignacion de indicadores de particulas se acota la distribucion de probabilidad a ¢ = L, en
donde L es el desplazamiento caracteristico. Por tltimo se hace una adecuacion en el programa
para cuando las trayectorias de las particulas pudiera confundirse con la trayectoria de otra

particula, en cuyos casos dicha trayectoria se indicara como "perdida"para evitar errores.

3.4 Rapidez y distribucion de particulas

Una vez obtenidas las trayectorias individuales de las particulas se procedié a analizar
la distribucién de particulas en la zona luminal del vaso para corroborar si existe o no la
marginacion. En la figura (3.7) se muestra una imagen de un vaso sanguineo obtenida a través
de nuestro modelo propuesto, tal y como se observa, la geometria no estd bien definida, es
decir, existen diversas irregularidades a lo largo del capilar, por lo que para facilitar el anélisis,
unicamente se seleccionard una zona del vaso en base a las imagenes obtenidas de campo claro
(ver fig.3.10a), asimismo, se rotara la imagen en un angulo 6 para asi poder dejar ya sea de
manera vertical u horizontal una zona del canal, preferentemente la zona central, lo cual hara
mas sencillo el analisis (ver fig.3.10c). Una vez eligida la zona de anélisis, se procedio a obtener
un mapa de calor de la distribuciéon de particulas a lo ancho del canal, aqui, los colores mas
intensos indicardn una mayor concentracion de particulas, mientras menor sea tal intensidad,
la concentracion ird disminuyendo proporcionalmente, asimismo, para resultados mas claros se
procedi6 a la obtencion de un histograma de la distribuciéon de particulas, para este analisis,
se dividio la zona luminal del vaso (del area seleccionada) en 5 capas de igual tamano: 2 capas
externas (cada una representa la pared del vaso), una capa interna y 2 capas intermedias y
se contabiliz6 el numero de particulas moviéndose en cada una de las capas dividido entre el
numero total de particulas fluyendo en el area seleccionada, para asi obtener la densidad de
particulas por cada capa. Una de las novedades del presente trabajo es la obtencion del perfil
de velocidad para las particulas, la cual se presentara de dos formas distintas, a través de un
mapa de calor (al igual que el de posiciones) y por medio de un histograma de distribucion. El
célculo de la velocidad se obtendra a través de la siguiente formula Axz/ A t, donde el valor Ax
corresponde a un desplazamiento de la particula entre cuadros sucesivos (con 1/500 de segundo

de separacion).
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Figura 3.10: Mapa de rapidez correspondiente a un capilar de 10 um de didmetro. A) Imagen
de campo claro, la cual servird como referencia para seleccionar el area de andlisis. B) Mapa de
rapidez obtenido a partir de la imagen de campo claro donde la flecha de color blanco indica
la direccion del flujo. C) Imagen A rotada 30° en direccion a las manecillas del reloj, donde el
cuadrado de color blanco indica la zona de anélisis.



Resultados

4.1 Dinamica de particulas en un flujo de maultiples filas

de glébulos rojos

Se ha reportado en distintos trabajos que tanto para modelos in vivo, asi como in vitro, las
particulas de 1 um de didmetro tienden a marginarse hacia la capa libre de células en arteriolas
de didmetros iguales e incluso superiores a 30 um [16][20][36]. En el presente trabajo se analizo
tanto la distribucion, asi como la rapidez de particulas en arteriolas de diAmetros de 30, 23 y 20
pm, en donde, segtin lo reportado por Naoki y colaboradores el flujo en estos didmetros es de
multiples filas de globulos rojos [56]. En la figura (4.1) se muestran los resultados obtenidos para
una arteriola de 30 um la cual, pese a que no se observa con claridad en las imégenes, esta se
encuentra inmediatamente despues de una bifurcacion. Para dilucidar el tipo de flujo presente en
este caso, es decir, si el flujo es laminar o turbulento, se obtuvo el nimero de Reynolds, utilizando
la expresion 1.11 se obtuvo que el niimero de reynolds es de 6,5 x 1072 por lo que el flujo sera de
tipo laminar. En la imagen(4.1a) se muestra el mapa de calor de la rapidez, en donde se visualiza
de manera clara que la rapidez de las particulas en el centro del vaso es de mayor magnitud que
aquellas que viajan en proximidad a la pared del vaso (escala de colores), lo anterior se cuantifica
en la figura (4.1¢), donde podemos ver que la distribucion de rapidez presenta un perfil aplanado
y asimétrico en comparacion con el perfil parabélico, el cual sigue una version modificada de la
ecuacion 1.18 para tomar en cuenta la asimetria de la distribucion de velocidades, coincidiendo
con los resultados reportados por Apolito y colaboradores [16]. Este tipo de perfil de rapidez

(simétrico y asimétrico a lo ancho del vaso) ya se ha reportado ampliamente y lo asocian a la

37
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inhomogeneidad de globulos rojos (mayor concentracion en el centro del vaso) y la formacion de
una capa libre de células rojas en la periferia del vaso, lugar donde debido a que existe ausencia
de eritrocitos, la viscosidad aparente es menor con respecto a la viscosidad aparente en el centro
del vaso [28][47]. Asimismo, se ha demostrado que en ausencia de eritrocitos, las particulas
presentan un perfil parabolico de velocidad. En la figura (4.1b) se muestran los resultados para
la distribucién de particulas en un mapa de colores, donde al igual que el caso anterior, un
color rojo intenso indica la zona en donde las particulas se concentran en mayor proporciéon
y colores més claros indican una disminucion en la concentracion de particulas. La figura nos
indica que las particulas tienden a concentarse en mayor proporcion en las paredes del vaso,
mientras que conforme nos alejamos de las paredes, dicha concentracion tiende a disminuir, lo
anterior se visualiza de manera mas clara en la figura (4.1d) donde se observa un histograma
con la distribuciéon de particulas en la zona senalada por las dos flechas de color blanco. La
grafica nos indica que las particulas muestran una acumulacion preferencial cerca del 65 % en
las dos capas externas (contabilizando ambas) en comparacion del 7% que reside en la capa
interna y el restante en las dos capas intermedias, lo interesante de estos resultados radica en
que no existe simetria entre las capas externas, por lo que nos suponemos que la razén de tal
asimetria es debido a que inmediatamente después de la zona de anélisis, existe una curvatura
prominente en el borde superior del vaso que provoca que los glébulos rojos y las particulas
tiendan a frenarse y provocar la asimetria en el perfil de rapidez. Este tipo de asimetrias en la
rapidez ocurre normalmente después de una bifurcacion o bien, cuando hay una curvatura como
la mostrada en este caso. Asimismo, nuestros resultados concuerdan con lo obtenido por Lee y

colaboradores [36].
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Mapa de Rapidez

Mapa de Posiciones

400

350

1300

250

200

Micras

150

Rapidez (um/s)
Micras
Numero de particulas

100

50

20 40 60 80 100 120 140 160 180 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Micras Micras
(a) Mapa de rapidez (b) Mapa de posiciones

600 Perfil de rapidez Histograma de posiciones

500 - T T 1

T

100 [

Rapidez (um/s)
8
o
Concentracion de particulas (%)

0 5 10 15 20 25 30 6 12 18 24 30
Diametro del vaso (um) Diametro del vaso (um)
(c) Perfil de Velocidad (d) Distribucion radial de particulas

Figura 4.1: Mapas de rapidez y distribucién de particulas en una arteriola de 30 pum, donde
las flechas perpendiculares al canal indican la zona de an&lisis, mientras que la flecha parapela
indica la direccion del flujo. A) Mapa de calor correspondiente a la rapidez de las particulas. B)
Mapa de calor correspondiente a la distribucion de particulas. C) Perfil de velocidad. D) Perfil
de concentracion de particulas a lo ancho del canal.

En lo que respecta al flujo de miltiples filas, se procedi6 a analizar un vaso de 23 um,
cuyos resultados se muestran en la siguiente figura. Podemos obsevar que en lo que respecta a la
rapidez, se sigue teniendo un comportamiento similar al del caso anterior, es decir, se observan los
colores mas intensos en el centro de la arteriola, mientras que la intensidad disminuye conforme
nos alejamos del centro del vaso (ver fig.(4.2)a). Asimismo, el perfil de rapidez nos indica que
las particulas presentan una distribucion de rapidez aproximadamente simétrico (ver fig.(4.2¢).

Por otro lado, el mapa de calor para la distribucion de particulas (ver fig.(4.2b)) nos indica que
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las particulas se encuentran concentradas preferentemente en la periferia del vaso, lo anterior se
corrobora en la figura (4.2d)) donde el histograma nos indica que existe una concentracion de
56 % en las 2 capas externas mientras mayor al porcentaje que reside en las tres capas restantes
(44 %) donde las particulas se distribuyen uniformemente, por lo que podemos decir que la

marginacion prevalece para una arteriola de 23 pm.
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Figura 4.2: Mapas de rapidez y distribucion de particulas en una arteriola de 23 ym. A) Mapa
de calor correspondiente a la rapidez de las particulas. B) Mapa de calor correspondiente a la
distribucion de particulas. C) Perfil de velocidad. D) Perfil de concentracion de particulas a lo
ancho del canal.
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Posteriormente se presenta el anélisis para una arteriola de 20 ym de ancho, cuyos resultados
se muestran en la figura (4.3), donde a diferencia de los casos anteriores, el comportamiento
es un poco mas complejo, puesto que aqui, antes de la zona de andlisis estd presente una
bifurcaciéon. En cuanto al mapa de rapidez, no se observan diferencias claras en lo que respecta
a la distribucion de colores, es decir, se visualiza una homogeneidad en la intensidad (ver
fig.4.3(a)), lo anterior se discierne de manera mas clara en el histograma de rapidez, donde
se observa una rapidez uniforme a lo ancho del canal (ver fig.(4.3¢)). En cuanto a la distribucion
de particulas, el comportamiento es muy similar a los dos casos anteriores, es decir, la mayoria
de las particulas tiende a migrar hacia las capas externas del vaso casi en igual proporcion,
en comparacion con las tres capas restantes (ver fig. (4.3b y (4.3d)). En literatura no existe
evidencia acerca del comportamiento de particulas en vasos de morfologias similares, por lo que
no es posible contrastar estos resultados.Sin embargo, como se muestra en los siguientes casos,
para vasos con didmetros menores a 20 pm la distribucion de rapidez tiende a ser homogénea
a lo ancho del canal. Por otro lado, la bifurcaciéon parece alterar ligeramente el efecto de la
marginacion al generar una distribucion de particulas ligeramente asimétrica, ya que algunas

particulas marginadas en la pared derecha fluyen hacia el vaso de menor diametro.
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Figura 4.3: Mapas de rapidez y distribucion de particulas en una arteriola de 20 ym. A) Mapa
de calor correspondiente a la rapidez de las particulas. B) Mapa de calor correspondiente a la
distribucion de particulas. C) Perfil de velocidad. D) Perfil de concentracion de particulas a lo
ancho del canal.

Como siguiente evidencia, se presenta el anélisis para otra arteriola de 20 um. Para este caso
encontramos una concordancia en cuanto a la rapidez en comparacioén con el caso anterior, en
donde tanto el mapa de calor como el perfil de rapidez nos indica que la distribuciéon de rapidez
es uniforme, es decir, las particulas viajan a la misma rapidez a lo ancho del canal (ver fig.4.4a
y ¢). En cuanto a la distribucion de particulas, encontramos una prominente marginacion de
particulas (con el 36 %) en la parte inferior del vaso en comparacion con el resto del vaso. Este
ultimo resultado indica que posiblemente también esté presente una bifurcacién antes de la zona

del andlisis, la cual estd modificando sustancialmente la distribucién de particulas marginadas
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tal y como ocurre en la figura 4.5(b).
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Figura 4.4: Mapas de rapidez y distribucion de particulas en una arteriola de 20 ym. A) Mapa
de calor correspondiente a la rapidez de las particulas. B) Mapa de calor correspondiente a la
distribucion de particulas. C) Perfil de velocidad. D) Perfil de concentracion de particulas a lo

ancho del canal.
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Por ultimo, en la figura 4.5 se muestran los resultados para un caso de un vaso de 20 um de
didmetro, el cual presenta una trifurcacion antes de la zona de anélisis. En cuanto a la rapidez,
el mapa de calor (ver fig.4.5(a)) nos indica que las particulas viajan en mayor magnitud en el
centro del vaso en comparaciéon con las particulas que se encuentran cerca de la periferia del
capilar. Este comportamiento contrasta con los casos anteriores de vasos del mismo didmetro.
Sin embargo, es de esperarse que debido a la trifurcacion, dicha distribucion de rapidez se haya
modificado a distancias posteriores a la bifurcaciéon. Por otro lado, en cuanto a la distribucion
de particulas a lo ancho del canal, el mapa de calor (ver fig.4.5b) nos indica que las particulas
marginadas fluyen en gran medida por la rama orientada hacia la izquierda y en una menor
medida por la rama orientada hacia la derecha. Debido a lo anterior, el efecto de la marginacion
de particulas se pierde para distancias posteriores a la trifurcacion, y tnicamente se puede
apreciar una ligera diferencia en la concetracion de particulas (ver figurad.5 (d)). Este resultado
resalta el papel que juegan las bifurcaciones y trifurcaciones en la microvasculatura ya que

pueden contrarestar el efecto de la marginacion existente en los vasos.
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Figura 4.5: Mapas de rapidez y distribucion de particulas en un capilar de 20 pm. A) Mapa
de calor correspondiente a la rapidez de las particulas. B) Mapa de calor correspondiente a la
distribucion de particulas. C) Perfil de velocidad. D) Perfil de concentracion de particulas a lo

ancho del canal.
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4.2 Dinamica de particulas en un flujo de transicion

(coexistencia entre una y miiltiples filas de glébulos rojos)

Hasta el momento el tnico estudio acerca del comportamiento dindmico de particulas (o
algiin otro modelo) fluyendo en vasos menores a 20 um es el reportado por Naoki en el 2017
[56], cuyos resultados muestran que existe un umbral (de 10 gum) en funcion del didmetro del
vaso que determina si las particulas se encuentran marginadas. Dicho trabajo es una simulaciéon
computacional donde idealizan diversos pardmetros tales como la morfologia de los vasos, el
hematocrito presente, entre otras cosas (ver seccion 2.2). Por lo que, otra novedad del presente
trabajo es el estudio del comportamiento de particulas de 1 ym en vasos menores a 20 pum, es
decir, en la microvasculatura. Para estos casos se dice que el flujo es de transicion, es decir, existe
una competencia entre los globulos rojos para formar de una a mualtiples filas. Posteriormente,
en la figura (4.6) se muestran los resultados para un capilar de 18 pm. Podemos observar con
claridad en ambos mapas de calor que estan presentes dos bifurcaciones, una antes de la zona de
analisis y una inmediatamente después de la zona de interés. En cuanto a la rapidez, podemos
observar en el mapa de calor (ver fig.4.6a) que no existen diferencias en cuanto a intensidades,
lo que nos lleva a una distribucion de rapidez uniforme a lo ancho del canal (ver fig.4.6(c)). Por
otro lado, la figura (4.6(b)) nos indica que las particulas se concentran en mayor medida en la
periferia del vaso en comparacion con zonas méas distantes de la pared del vaso. La figura 4.6(d)
esclarece un poco mas los resultados, mostrando que aproximadamente el 55% de particulas
se encuentra en las capas externas, en comparacion del 45% de residencia en las tres capas
restantes, es decir la marginacién esta claramente presente en una parte del vaso y donde la
asimetria de las particulas en la periferia del vaso posiblemente se deba a alguna bifurcacion

que se encuentra antes de la zona de interés.
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Figura 4.6: Mapas de rapidez y distribucion de particulas en un capilar de 18 pm. A) Mapa
de calor correspondiente a la rapidez de las particulas. B) Mapa de calor correspondiente a la
distribucion de particulas. C) Perfil de velocidad. D) Perfil de concentracion de particulas a lo
ancho del canal.

Como siguiente caso, se presentan los resultados para un capilar de 15 yum en la figura 4.7, en
donde podemos observar que no hay diferencias significativas en cuanto a la rapidez (ver fig.4.7a
y ¢), es decir, la distribucion es uniforme a lo ancho del canal. En cuanto a la distribucion de
particulas, encontramos que el porcentaje de particulas que reside en las dos capas externas es de
aproximadamente 47 %, mientras en las tres capas restantes encontramos una distribucion cerca
del 53% (ver fig. 4.7(d)), con lo que también podemos considerar como marginacién. Notese
que el porcentaje de particulas marginadas en la pared superior es menor a la que se observo

en el caso anterior (Ver figura 4.6), lo cual claramente indica que el efecto de la marginacion
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disminuye conforme el didmetro de los vasos decrece.

Mapa de Rapidez Mapa de Posiciones

20 300 20

40 250

4 g
60 % 60 3
200 £ 6 £
¢ 80 E! @ 80 3
5] N S 5 ©
< 100 150 § = 100 =
=] .2
120 & 120 g
100 3 2
140 140
2
160 50 160 ;
180 . 180 .
20 40 60 80 100 120 140 160 180 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Micras Micras
(a) Mapa de rapidez (b) Mapa de posiciones
250 Perfil de rapidez % Histograma de posiciones
K25
(2}
k|
3
220
i =]
@
Q.
815
=
s
8
£0
=
Q
o
f
8 s
0
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 3 6 9 12 15
Diametro del vaso (um) Diametro del vaso (um)
(c) Perfil de Velocidad (d) Distribucion radial de particulas

Figura 4.7: Mapas de rapidez y distribucion de particulas en un capilar de 15 pm. A) Mapa
de calor correspondiente a la rapidez de las particulas. B) Mapa de calor correspondiente a la
distribucion de particulas. C) Perfil de velocidad. D) Perfil de concentraciéon de particulas a lo
ancho del canal.

En la figura 4.8 se muestran los resultados para un capilar de 14um, en donde se presenta
una bifurcaciéon, pero esta se encuentra después de la zona de andlisis. En lo que respecta a
la rapidez, el mapa de calor nos indica una ligera variaciéon en cuanto a intensidades, por lo
que para discernir lo anterior, la figura(4.8(c)) nos muestra que el perfil de rapidez presente
para este caso es practicamente uniforme excepto por una pequefia zona (del orden de 3 um)

en la parte central del canal en donde tienden a moverse los glébulos rojos y que por lo tanto
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representa el punto con la mayor rapidez del vaso. En cuanto a la distribucion de particulas, a
simple vista el mapa de calor (ver fig. (4.8b) nos indica una mayor concentracion de particulas
en la periferia del vaso, pero, aqui a diferencia de los casos anteriores, el canal se segment6 en
7 capas (todas del mismo tamano). El histograma nos muestra una mayor concentracion en la
primera, segunda, quinta y septima capa (ver fig. (4.8d) de izquierda a derecha) por lo que de
estos resultados podemos decir que aqui la tendencia a la marginaciéon no es evidente, y que
las particulas se encuentran distribuidas en mayor porcentaje (58 %) en las capas internas e
intermedias del canal en comparacion con el 42 % de residencia en las capas externa, es decir,

no existe la marginacion.
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Figura 4.8: Mapas de rapidez y distribucion de particulas en un capilar de 14 pm. A) Mapa
de calor correspondiente a la rapidez de las particulas. B) Mapa de calor correspondiente a la
distribucion de particulas. C) Perfil de velocidad. D) Perfil de concentracion de particulas a lo
ancho del canal.

4.3 Dinamica de particulas en un flujo de una sola fila de

globulos rojos

Tal y como se mencion6 en la seccién anterior, el iinico estudio acerca de la distribucion de
particulas en la microvasculatura es el trabajo reportado por Naoki, donde encuentran que el
diametro que determina si las particulas se encuentran marginadas es de 12 um, y para didmetros

inferiores muestran que las particulas se encuentran atrapadas entre los globulos rojos, lo cual
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denominan como captura de particulas. Por lo que en la presente seccién se presentan los
resultados para capilares de 12, 9 y 8 um de didmetro. Cabe mencionar que, a diferencia de
los casos anteriores, para los vasos de didmetros comparables al tamano de un glébulo rojo,
es decir, los casos de 9 y 8 um la segmentacién en cuanto al analisis de la distribucion de
particulas a lo ancho del canal se realizo6 en un nimero de capas igual al didmetro del vaso,
puesto que, a diferencia de casos anteriores, donde el diAmetro de los vasos era muy superior
al tamano de un eritrocito, aqui, apenas existe espacio suficiente para el movimiento de los
globulos rojos y la formacion de una capa libre de células es practicamente inexistente. En la
figura 4.9(a) se muestran los resultados para un capilar de 12 ym, en donde,en lo que respecta
a la rapidez, podemos observar en el mapa de calor que no existen diferencias significativas en
cuanto a intensidad de colores indicando que practicamente las particulas viajan a la misma
rapidez sin importar donde se encuentren ubicadas en lo ancho del canal, lo anterior también se
puede observar en el histograma de rapidez, donde se puede decir que la distribucién de rapidez
es uniforme (ver fig. 4.9c). Por otro lado, en cuanto a la distribucion de particulas, el mapa de
colores nos indica que en la mayor parte del vaso existen pocas variaciones en la concetracion de
particulas excepto por una zona de ancho de aproximadamente 2 um que ademas, se encuentra
a una distancia variable respecto a la pared del vaso. Esto tltimo posiblemente se deba a las
variaciones a lo ancho del vaso. Aunque en esta imagen no se observa de donde surge esta zona de
mayor concentracion de particulas, posiblemente tenga su origen en una bifurcacion anterior, tal
y como sucede en la figura 4.5(b). Asimismo, el histograma en la zona sefialada (ver figura4.9(b))
muestra lo mencionado anteriormente, en donde podemos ver que practicamente la distribucion
es ascendente (de izquierda a derecha) teniendo la menor concentracién en la primera capa
externa y tal concentraciéon va en aumento en lo que respecta a las capas posteriores. En base
a estos resultados no podemos hablar de marginaciéon, debido a que el porcentaje de particulas
distribuidas en una de las capas externas es de apenas 22 %, mientras el restante se encuentra
distribuido practicamente de manera uniforme en las capas restantes. La explicacion a lo anterior
es que la distribuciéon de particulas en capilares pequenos a lo ancho del vaso depende en gran
medida de las caracteristicas de cada vaso, como lo son las variaciones del diametro a lo largo
del capilar, variaciones en la curvatura, a la caracteristica de la bifurcaciéon que lo alimenta, asi

como a las interacciones entre particulas y eritrocitos.
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Figura 4.9: Mapas de rapidez y distribucion de particulas en un capilar de 12 pm. A) Mapa
de calor correspondiente a la rapidez de las particulas. B) Mapa de calor correspondiente a la
distribucion de particulas. C) Perfil de velocidad. D) Perfil de concentracion de particulas a lo
ancho del canal.

En la figura 4.10, se presentan los resultados para un capilar de 10 um. Se puede observar
en la figura (4.10(a)) como el didmetro del vaso exhibe variaciones a lo largo del mismo, de
manera intuitiva visualizamos que en aquellas zonas donde el capilar disminuye su didmetro
la rapidez es mayor, caso contrario a cuando el didmetro aumenta la rapidez disminuye
considerablemente. En lo que respecta a la zona de anélisis, observamos una uniformidad en
cuanto a intensidad de colores, lo que se demuestra en el perfil de rapidez que muestra que
la rapidez en la zona de analisis es practicamente uniforme. Por otro lado, la figura (4.10(b))

sugiere una distribucion uniforme de particulas a lo ancho del canal con una ligera diferencia
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aparente en la zona central del vaso. Lo anterior se dilucida en el histograma de distribucion,
donde efectivamente, observamos que en las capas externas la concentracion de particulas es
practicamente la misma, contabilizando aproximadamente un 30 % de residencia de particulas.
Sin embargo existe una notable diferencia en las tres capas restantes, donde la concentracion
de particulas es practicamente uniforme, por lo que, al igual que el caso anterior, no es posible
hablar de marginacién. Es necesario mencionar que pese a que no se observa una bifurcacion en
los mapas de calor, existe una bifurcacion al inicio del canal del lado izquierdo (de arriba hacia

abajo).
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Figura 4.10: Mapas de rapidez y distribucion de particulas en un capilar de 10 gm. A) Mapa
de calor correspondiente a la rapidez de las particulas. B) Mapa de calor correspondiente a la
distribucion de particulas. C) Perfil de velocidad. D) Perfil de concentracion de particulas a lo
ancho del canal.
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En la figura (4.11) se presentan los resultados para un capilar de 9 pm de diametro, y se
puede observar en el mapa de calor de rapidez (4.11a) que no existen diferencias en cuanto
a intensidad de colores en la zona de anélisis e incluso a lo largo del vaso. En concordancia,
el perfil de rapidez muestra lo mencionado anteriormente. Es decir, la rapidez presenta una
distribucion uniforme. Sin embargo, en cuanto a la concentracion de particulas, el mapa de calor
nos muestra un mayor acumulamiento en la periferia del vaso lo que posiblemente nos pudiese
indicar la presencia de marginacion, pero, al observar el histograma de posiciones observamos
una mayor acumulacion en las capas externas, el cual, contabiliza aproximadamente un 38 %
mientras el 62 % restante se distribuye en las capas restantes por lo que es posible hablar de
marginacion. Es interesante observar un mayor acumulamiento en las capas externas para este
tipo de diametros, sin embargo, la posible razén pudiera recaer en que el diametro del vaso es
superior al del globulo rojo, por lo que existe la posibilidad de que debido a que el ancho del vaso
no es ocupado completamente por los globulos rojos, algunas particulas tiendan a ser empujadas
por los glébulos rojos hacia las paredes debido a que como se mencion6 en el primer capitulo, los
eritrocitos debido al tank treading viajan en el centro del vaso, es decir, la competencia de los
eritrocitos por viajar en el centro del vaso termina empujando a las particulas hacia la periferia.
También se ha sugerido [56] que en flujos con una rapidez muy grande y con un didmetro de vaso
de 10 pum los eritrocitos tienden a elongarse y ocupar todo el espacio entre ellos dando lugar a
la marginacion de particulas. Los resultados presentados en la figura 4.11 son consistentes con
lo reportado en este trabajo, tanto en el didmetro del vaso como en el hecho de que fue en el

que se observo los valores més grandes en cuanto a la rapidez en el flujo para capilares.
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Figura 4.11: Mapas de rapidez y distribucion de particulas en un capilar de 9 pm. A) Mapa
de calor correspondiente a la rapidez de las particulas. B) Mapa de calor correspondiente a la
distribucion de particulas. C) Perfil de velocidad. D) Perfil de concentracion de particulas a lo
ancho del canal.

El trabajo realizado por Naoki et al, reporta que para vasos de diAmetro menores e iguales
a 8 um los globulos rojos presentan un agrupamiento (clusters) debido a que el espacio para
fluir a través de los capilares es practicamente el didmetro de los eritrocitos (8 um) y necesitan
deformarse para poder pasar a través de esos vasos. En la figura (4.12) se muestran los resultados
para un capilar de 8 um, y en donde se puede observar que no existen variaciones en cuanto a la
rapidez a lo ancho del canal, es decir la rapidez para este caso es uniforme. Asimismo, en cuanto a
la concentracion de particulas ocurre el mismo comportamiento que la rapidez, es decir, no existe

acumulacion preferencial en ninguna de las capas del vaso (ver fig.(4.12(a)). Estos resultados



56 4.3. Dinamica de particulas en un flujo de una sola fila de glébulos rojos

eran de esperarse, tanto para la rapidez como para la distribucion de particulas, debido a que
los eritrocitos practicamente abarcan el ancho del canal y no existe el espacio suficiente para que
las particulas tiendan a ser empujadas hacia las paredes, es decir, se encuentran viajando entre
los globulos rojos. En lo que respecta a la rapidez, al ser un flujo de una sola fila de eritrocitos,
practicamente viajan agrupados lo cual causa que las lineas de flujo no sean alteradas provocando
que la rapidez sea la misma practicamente a lo ancho del canal.
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Figura 4.12: Mapas de rapidez y distribucion de particulas en un capilar de 8 pm. A) Mapa
de calor correspondiente a la rapidez de las particulas. B) Mapa de calor correspondiente a la
distribucion de particulas. C) Perfil de velocidad. D) Perfil de concentracion de particulas a lo
ancho del canal.

Por dltimo, al igual que el caso anterior, se muestran los resultados para un vaso de 8
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pm de didmetro (ver figura 4.13) obteniendo resultados similares al caso anterior. La tunica
diferencia radica en que aparentemente existe una menor concentracioén de particulas en la capa
externa derecha (en comparacion con la otra externa) pero las barras de desviacion estandar
nos indica que posiblemente la estadistica no fue la suficiente para poder ser comparable con la
concentracion de las otras capas. Sin embargo, es posible concluir a pesar de lo anterior, que el
comportamiento para los vasos de 8 pum es practicamente el mismo. Es decir, las particulas no
exhiben el fenémeno de marginacién ya que se encuentran moviéndose entre los globulos rojos

debido a que el espacio en el vaso es ocupado por completo por los eritrocitos.
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Figura 4.13: Mapas de rapidez y distribucion de particulas en un capilar de 8 pm. A) Mapa
de calor correspondiente a la rapidez de las particulas. B) Mapa de calor correspondiente a la
distribucion de particulas. C) Perfil de velocidad. D) Perfil de concentracion de particulas a lo
ancho del canal.






Conclusiones y perspectivas

5.1 Conclusiones

En el presente trabajo se realiz6 un estudio in vivo acerca de la distribucion y rapidez de
particulas fluorescentes de 1 um de didmetro en la microvasculatura utilizando un modelo in vivo.
Para analizar tanto la distribucién como la rapidez de las particulas se grabaron videos en donde
se registra su movimiento. Dicho estudio se hizo a través de técnicas de analisis de imagenes para
calcular los parametros de posicion y rapidez de las particulas. Los experimentos se realizaron
cubriendo un rango de didmetros entre 8 y 30 um. La hipotesis planteada en el presente trabajo
se enfoca en econtrar un umbral en funcién del diAmetro del vaso que determina si las particulas
se encuentran marginadas o capturadas entre los globulos rojos, para lo cual, el criterio utilizado
para determinar si las particulas se encontraban marginadas se determin6 en una diferencia de
entre el 15 - 20 % al contabilizar el nimero de particulas concentradas en las dos capas externas,
caso contrario, se determiné que no existe marginacion de las particulas. Para los vasos de mayor
didmetro, es decir, los casos de 30, 23, 20, 18 y 15 um la marginacién es consistente, a excepciéon
del caso en donde se presenta una trifurcaciéon. También se observé un umbral para el perfil
de rapidez del orden de 20 um por abajo del cual dicho perfil es practicamente plano, lo cual
remarca el efecto de las interacciones entre globulos rojos en capilares tan pequenos. Asimismo,
se encontré que el umbral que determina si las particulas se encuentran marginadas es de 14
pm, el cual es muy cercano al umbral de 12 p predicho con simulaciones computacionales [56].
Por otro lado, nuestros resultados evidencian la importancia que tienen las bifurcaciones, ya que
pueden favorecer o entorpecer el efecto de marginacion de particulas al cambiar las trayectorias

de las paticulas entre las diferentes ramificaciones de los vasos, lo cual no se ha reportado para

59



60 5.2. Perspectivas

el caso de vasos arteriales. Asimismo, para los vasos de diAmetro comparable al de los globulos
rojos, es decir, < 10 pm, los resultados sugieren que las particulas se encuentran distribuidas
de manera uniforme a lo ancho del canal debido a que no existe el espacio suficiente para que
estas tiendan a ser empujadas a la periferia del vaso, puesto que los glébulos rojos ocupan todo
el ancho del vaso. Sin embargo, encontramos evidencia de un vaso de 9 ym de didmetro con un
flujo cuya rapidez es del orden de 1200 pm/seg. en donde claramente se muestra el efecto de la

marginacion el cual es consistente con predicciones de simulaciones computacionales [56].

5.2 Perspectivas

En concreto, como perspectiva se propone aumentar la estadistica para el estudio de
marginacion en la microvasculatura, asimismo, profundizar el andlisis tomando en cuenta las

siguientes consideraciones:

1. Incluir 2 o més zonas para analizar tanto la rapidez como la distribucién a lo ancho del

canal y determinar si existe o no variaciéon para ambos casos.

2. Realizar més experimentos donde se tomen en cuenta vasos donde estén presentes
bifurcaciones e incluso trifurcaciones para corroborar que los resultados obtenidos en el

presente trabajo son consistentes.

3. Buscar en la literatura evidencia acerca del grosor de la capa libre de células, para
asi realizar un andlisis mas preciso en cuanto a la segmentacion en capas de los vasos

sanguineos.

4. Mejorar tanto el algoritmo de anélisis asi como la metodologia para poder estudiar de

manera paralela la dindmica de los globulos rojos.
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