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Resumen El objetivo de este trabajo fue investigar el perfil de viscosidad sanguinea y evaluar la influencia

de factores plasmaticos (fibrinégeno) y celulares (agregacion eritrocitaria) en un grupo de pacien-
tes hipertensos comparados con un grupo de paciente normotensos. Se trabajé con sangre anticoagulada de
pacientes hipertensos no diabéticos (n= 3) e individuos sanos (n = 40). La viscosidad plasmatica y de sangre
entera se determinaron con un viscosimetro cono-plato. La agregacion eritrocitaria se estudié por observacion
microscopica de los agregados y cuantificacion a través de un parametro de forma denominado ASP (Aggregation
Shape Parameter), definido como la relaciéon de area proyectada respecto al perimetro. El fibrinbgeno se deter-
miné con un coagulémetro por el método de Clauss. Los valores de viscosidad de sangre entera resultaron
significativamente aumentados en los pacientes hipertensos respecto de los normales para todas las velocida-
des estudiadas. Los valores de viscosidad plasmatica sélo presentaron diferencias significativas a bajas velo-
cidades de corte (1.15 a 11.56 seg™"). Los pacientes hipertensos presentaron agregados amorfos e irregulares,
lo que se refleja en los valores alterados de ASP, significativamente mayores (p<0.001) en paciente hipertensos
(0.69 + 0.11) respecto de los individuos normales (0.25 + 0.12). Los valores de fibrinégeno resultaron ligera-
mente superiores en los pacientes hipertensos respecto del grupo control (p< 0.01). Numerosos parametros
hemorreoldgicos juegan un papel importante en la patogénesis de la hipertension. Entre estos factores
hemorreoldgicos, varios parametros podrian estar alterados en la hipertensién (hematocrito, fibrinégeno
plasmatico, deformabilidad y agregacion eritrocitaria, viscosidad sanguinea y plasmatica). En este trabajo, se
pudo demostrar anormalidades en la agregacién eritrocitaria, detectada por los valores de ASP que podria es-
tar involucrado en las complicaciones vasculares de la hipertension.
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Abstract Hemorheological alterations in hypertensive patients. The aim of this study was to investigate

the blood viscosity profile and to evaluate the influence of plasmatic (fibrinogen) and cellular (eryth-
rocyte aggregation) factors in a group of hypertensive patients, compared with a normotensive group. We worked
with anticoagulated blood of both non diabetic hypertensive patients (n=31), and healthy individuals (n=40). The
plasmatic viscosity and whole blood determination were obtained with a cone-plate viscometer. Erythrocyte ag-
gregation was studied by microscopical observation and quantified by an Aggregate Shape Parameter (ASP),
defined as the relation projected area/perimeter. Fibrinogen was determined by the Clauss method with a co-
agulometer. A comparison between these groups led us to assert that whole blood viscosity was significantly
higher in hypertensive patients than in the controls at all shear rates. Plasma viscosity values only showed sig-
nificant differences between both groups at low shear rate (1.15 a 11.56 seg™"). The hypertensive patients showed
irregular and amorphous aggregates so that ASP appeared significantly higher (p< 0.001) in patients with hy-
pertension (0.69 + 0.11) than in healthy subjects (0.25 + 0.12). Fibrinogen appeared slightly higher (p<0.01) in
the hypertensive group than in the normal group. Several hemorheological parameters play important roles in
the pathogenesis of hypertension. Among these factors, several hemorheological parameters could be altered
in hypertension (hematocrit, plasma fibrinogen level, erythrocyte deformability and aggregability, plasma and
whole blood viscosity). An increased RBC aggregation has been identified as an important factor responsible
for disturbing blood rheological behavior in the microcirculation. The present study demonstrates an abnormal
erythrocyte aggregation, which was detected by increased ASP values that could be responsible for vascular
complications in hypertension.
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Las altas tasas de morbi-mortalidad cardiovascular
asociadas con la hipertension arterial, han impulsado
numerosos estudios relacionados con sus causas y for-
mas de tratamiento. En general estos estudios se han
dirigido hacia aspectos cardio-vasculares. Sin embargo,
durante las dos ultimas décadas hubo un incremento en
el interés de las ciencias basicas y clinicas por las posi-
bles asociaciones entre parametros hemorreoldgicos y
la hipertension'#.

Letcher y col.’ advirtieron hace veinte afios el impor-
tante papel que desempefia el aumento de la viscosidad
en el incremento de la resistencia periférica. Otros traba-
jos refieren que la interferencia generada por la mayor
viscosidad en la microcirculacién aumenta el riesgo
cardiovascular® 7.

En la hipertension pueden producirse anomalias de
distinto tipo, que ocasionan disfuncién endotelial, modifi-
cacion en la liberacion de mediadores quimicos, aumen-
to de la resistencia y modificaciones en la perfusion de
organos®. Es clasico definir a la hipertension como el pro-
ducto del gasto cardiaco por la resistencia periférica to-
tal (RPT). Esta ultima surge como consecuencia de la
viscosidad sanguineay la dificultad que la cambiante geo-
metria vascular, opone al flujo sanguineo®. Analizando
la RPT, es facil entender entonces el papel decisivo de
los factores hemorreolégicos a nivel de la microcircu-
lacién. El aumento de la viscosidad sanguinea o
plasmatica, el incremento en la rigidez de las células
sanguineas y la reducida capacidad eritrocitaria para cir-
cular por capilares de igual o menor diametro, alteracio-
nes en la capacidad de agregacion y desagregacion, di-
ferentes comportamientos en las propiedades dinami-
cas, elevados valores de hematocrito, fibrin6geno o
colesterol y triglicéridos, se observan frecuentemente en
la hipertension'®'2. Todas estas alteraciones tienen una
accion hemorreoldgica con una gran interferencia en la
microcirculacion que aumenta el riesgo cardiovascular
durante la hipertensién'®,

En resumen, puede afirmarse que en la hipertension
se generan cambios hemorreolégicos en toda la exten-
sion del aparato cardiovascular, quedando por definir si
los mismos son causa o consecuencia de la hipertension.

El objetivo de este trabajo fue estudiar las alteracio-
nes hemorreolégicas, evaluando la viscosidad sangui-
nea, fibrinbgeno y agregacion eritrocitaria, en un grupo
de pacientes hipertensos comparado con un grupo con-
trol normotenso.

Materiales y métodos

Se estudiaron 31 pacientes hipertensos sin tratamiento y no
diabéticos provenientes del Servicio de Clinica Médica del
Hospital Provincial del Centenario (19 mujeres y 12 hombres,
entre 32 y 72 afios de edad) y 40 individuos normales (la
composicion de ambos grupos, fue similar en cuanto a sexo
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y edades). Se realiz6 una detallada historia clinica y examen
fisico de los pacientes, incluyendo estudios de laboratorio.

Las muestras de sangre fueron extraidas por puncion
venosa, anticoaguladas con EDTA/Na, para los estudios
hemorreoldgicos y con citrato trisédico para la determinacion
de fibrindbgeno. Los hematies fueron separados por
centrifugacion y resuspendidos a la concentracién requerida
para cada estudio.

Los estudios fueron realizados en el Laboratorio de
Inmunohematologia, Hemorreologia e Inmunogenética del
Hospital Provincial Centenario de Rosario.

La presién sanguinea fue medida a la mafiana luego de
5 minutos de reposo, aplicando la técnica tradicional con
manémetro de mercurio acorde con la American Heart
Association y el British Hypertension Society Standards™.

Se midi6 la viscosidad de sangre entera (ng.) y del plas-
ma (n,) con un viscosimetro cono-plato (Brookfield LDII+).
Los valores de viscosidad fueron medidos a 8 velocidades
de corte comprendidas entre 1.15 sy 230 s'. Las determi-
naciones fueron realizadas a 37° C, a un hematocrito ajus-
tado al 40% dado que a esta concentracion globular se es-
tablece una situacion basal, con similar influencia de la frac-
cion celular y del medio de suspension.

La estimacion cuantitativa de la morfologia de los agre-
gados eritrocitarios fue realizada con la técnica denominada
ASP (Agregate Shape Parameter o parametro de forma de
los agregados). Tal parametro es definido por la siguiente
ecuacion:

4.mt-A
p2

ASP =

donde A es el area proyectada del agregado y P es el peri-
metro de la imagen proyectada del agregado™ .

Los valores de ASP, varian de 0 a 1. En tales condicio-
nes, una esfera, cuya imagen proyectada es un circulo, ten-
dra un valor maximo de ASP = 1, mientras que un cilindro,
cuya area proyectada es un rectangulo, presenta valores de
ASP< 1.

En condiciones normales y a bajas velocidades de flujo
los GR forman agregados alargados como pilas de monedas
o rouleaux. En condiciones de anormalidad los GR pueden
agregarse formando estructuras irregulares o clusters. En la
Fig. 1 se presenta una representacion esquematica de un
eritrocito y diferentes formas de agregados eritrocitarios
(rouleaux, clusters) con sus correspondientes valores de ASP.

El estudio de la morfologia de los agregados eritrocitarios,
se realizé por andlisis de las imagenes digitalizadas de sus-
pensiones eritrocitarias al 1% en plasma autélogo. La sus-
pension se coloca en un portaobjetos excavado y luego de 2

GR Rouleaux Cluster

ASP =1 ASP =0.25 ASP = 0.4
Fig.1.— Representacion esquematica del eritrocito y diferentes
formas de agregados (rouleaux, clusters) y los correspon-

dientes valores de ASP (Aggregated Shape Parameter).
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TABLA 1.— Valores de viscosidad plasmatica y de sangre entera en individuos hipertensos y normotensos
a distintas shear-rate (velocidades de corte expresadas como el promedio + un desvio estandar).

SR Viscosidad plasmatica Viscosidad sangre entera
Hipertensos Normotensos p Hipertensos Normotensos p
1.15 9.82 + 3.45 6.20 + 2.29 <0.01 17.76 £ 5.21 11.67 £ 3.52 <0.01
2.30 5.24 +1.87 418 + 1.49 <0.05 10.38 + 3.99 7.97 £ 2.36 <0.05
4.60 296 +0.75 2.43 + 0.43 <0.05 8.13 +£2.26 6.03 +2.28 <0.05
11.5 212 + 0.41 1.38+0.18 <0.01 5.71 + 1.66 422+ 114 <0.01
23 1.78 £ 0.36 1.90 + 0.84 0.191 5.00 £ 1.23 3.61 +0.97 <0.01
46 1.60 £ 0.20 1.42 + 0.40 0.09 472 +0.85 3.62 £ 0.95 <0.01
115 1.50 + 0.14 1.38 + 0.21 0.06 469 + 0.53 3.85 + 0.51 <0.001
230 1.43 £ 0.15 1.40 + 0.15 0.133 420 + 0.46 3.64 £ 0.47 <0.01

p (probabilidad asociada); SR: Shear rate (velocidad de corte)

minutos de reposo se estudia la morfologia de los agrega-
dos con un microscopio éptico invertido (Union Optical, To-
kio). Las imagenes fueron captadas y registradas por una vi-
deo-camara (CCD SONY XC-75). Las microfotografias cap-
tadas por la videocamara fueron procesadas con un sofware
IPP PLUS 2.1, a través del cual se pudo medir el area y el
perimetro de cada agregado. Los valores de ASP calculados
se expresaron como el promedio correspondiente a los agre-
gados observados en 20 campos distintos.

El dosaje de fibrinégeno plasmatico fue realizado por el
Método de Clauss, utilizando un coagulémetro CLOT A.

Se utilizé la prueba t de Student, para los estudios esta-
disticos de ASP y fibrinégeno, mientras que para comparar
los valores de viscosidades, se aplico la prueba U de Mann-
Whitney (por comparaciéon de medianas).

Resultados

La comparacion de los valores de las presiones sistélica
y diastélica de los individuos hipertensos (15643 - 101+2
mm Hg) con los controles normotensos (12042 - 7842
mm Hg), fue estadisticamente significativa ( p<0.001).

Los resultados correspondientes a viscosidad de san-
gre entera y plasmatica para ambos grupos estudiados
se presentan en la Tabla 1.

Cuando se comparan los valores de viscosidad de
sangre entera, en ambos grupos, resulta que los mis-
mos estan significativamente aumentados en los pacien-
tes hipertensos respecto de los individuos normotensos
para todas las velocidades estudiadas. Al analizar los
valores de viscosidad plasmatica, se observan diferen-
cias significativas entre ambos grupos, sélo a bajas ve-
locidades de corte (1.15 a 11.56 s7™).

EnlaFig. 2, se pueden observar los patrones de agre-
gacion eritrocitaria, resultantes de la observacion de las
imagenes digitalizadas de los agregados eritrocitarios en
ambos grupos, normales e hipertensos.

En general, en individuos normales, los agregados
adoptan la forma de rouleaux® (apilamiento de discocitos

Fig. 2.— Patrén normal de agregacion eritrocitaria correspon-
diente a la imagen superior (a). Patron de agregacién ti-
pico de pacientes hipertensos en la imagen inferior (b).

biconcavos) que al enlazarse lateralmente se convier-
ten en redes filamentosas mas o menos reticuladas. En
los pacientes con hipertensién, los agregados son
amorfos, irregulares y se los conoce como clusters (agru-
pamiento de eritrocitos en forma desordenada y globu-
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TABLA 2.— Valores de ASP (parametro de forma de los agregados), fibrindgeno,
viscosidad de sangre entera y plasmatica a 4.60 s en individuos normales e hipertensos
(expresados como el promedio + un desvio estandar).

Pacientes ASP Viscosidad Viscosidad Fibrinégeno
Plasma Sangre entera (mg/dl)

Normotensos 0.28 £ 0.12 243 + 043 6.03 £ 2.28 245 + 40

Hipertensos 0.69 + 0.11 2.96 +0.75 8.13 £ 2.26 265 + 29

lar) que refleja una anormal interaccion célula-célula.
Estos resultados se vieron reflejados en el parametro de
forma ASP, cuyos valores se presentan en la Tabla 2.

La Tabla 2 muestra los resultados obtenidos de todos
los parametros estudiados: ASP, fibrindgeno y viscosidad
de sangre entera y plasmatica a 4.60 seg™ (ya que en
estas condiciones se pueden apreciar las mayores dife-
rencias entre ambos grupos, ajenas a factores inerciales).

Al comparar los valores de ASP, por la prueba T de
Student, teniendo en cuenta que no se cumple la igual-
dad de variancia, se concluye que el valor promedio de
ASP es significativamente superior en los individuos
hipertensos respecto de los individuos normales
(p<0.0001). Los valores de fibringeno resultaron ligera-
mente superiores en los pacientes hipertensos respecto
del grupo control normotenso (p< 0.01).

Discusion

En hipertension arterial se supone la existencia de dis-
tintas vias y mecanismos que modifican los parametros
hemorreologicos e influyen en la resistencia periférica'”.
En esto juega, ademas del diametro de los vasos, un
papel preponderante la sangre y sus componentes a tra-
vés de la viscosidad sanguinea, las anomalias de
deformabilidad y agregacion eritrocitarias'®®.

Se estudié el perfil de viscosidad sanguinea y plas-
matica en un grupo de pacientes hipertensos, encontran-
do que la viscosidad de sangre entera a distintas veloci-
dades de corte se mantiene por encima de los valores
correspondientes a los individuos normales, mientras que
la viscosidad plasmatica solo presenta diferencias signi-
ficativas a bajas velocidades (1.15a 11.5 s7).

Cuando se analizan el conjunto de valores de viscosi-
dad, se observa que las diferencias mas clinicamente
significativas en ambos parametros, ajenas a efectos
inerciales, resultan a 4.60 s~'. De estos resultados surge
la necesidad de investigar los parametros que eviden-
cian un mayor compromiso en la aparicion del sindrome
de hiperviscosidad.

La viscosidad de la sangre a bajas velocidades de
corte depende fundamentalmente de la agregabilidad
eritrocitaria, en la que participan las proteinas plasmaticas
que actuan como puentes intercelulares como el
fibrindgeno (factores plasmaticos) y las caracteristicas
propias de las células que interaccionan entre si (facto-
res celulares)?-,

En este trabajo se advierte un aumento estadistico
pero no clinicamente significativo en los valores de
fibrindgeno, por lo que es posible suponer que las altera-
ciones hemorreologicas observadas se deban a facto-
res celulares eritrocitarios. Se podria pensar en altera-
ciones de membranas eritrocitarias con pérdida de aci-
do sialico y la consiguiente disminucién de carga neta de
superficie, lo que llevaria a una mayor interaccién entre
eritrocitos, que se pone de manifiesto por alteraciones
en el patron de agregaciéon y consecuentemente en los
valores de ASP (p<0.001).

ElI ASP es un parametro microrreologico que valora la
agregacion eritrocitaria, donde juegan un papel primor-
dial los capilares cuyos diametros pueden llegar al orden
del tamafio de los eritrocitos. Cuando se forman agrega-
dos irregulares, el diametro de los mismos puede supe-
rar a los del capilar generando obstrucciones y compli-
caciones microvasculares.

Gicco y col. demostraron que existia un marcado
aumento en la viscosidad sanguinea en los pacientes
hipertensos. Varios trabajos han mostrado que el aumen-
to de la viscosidad sanguinea condiciona una disminu-
cion de la oxigenacion tisular, que también origina un
aumento en la resistencia periférica, lo cual puede cau-
sar o bien aumentar la lesion de 6rganos blancos en los
pacientes hipertensos?-2°,

Otros trabajos han demostrado que modificaciones en
la velocidad de flujo originan cambios en la liberacién y
produccion de sustancias vasoactivas endoteliales, pro-
vocando aumentos en la presion arterial®®.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo cons-
tituyen un aporte de la importancia de los cambios
hemorreol6gicos en la hipertension arterial, consideran-
do que los pacientes hipertensos con perfil hemorreo-
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l6gico alterado constituyen un subconjunto mas sensible
a las complicaciones vasculares, en la poblacion.

Desde el punto de vista clinico, el estudio de la viscosi-
dad sanguinea, el fibrindbgeno y la agregacion eritrocitaria,
resultan de utilidad para la evaluacion y seguimiento del
perfil hemorreoldgico de pacientes hipertensos.

Por otras parte, debido al limitado acceso in vivo para
el analisis del mecanismo de la formacién de agregados,
el ASP provee una util herramienta para medir desvia-
ciones en la morfologia de los agregados eritrocitarios
que en condiciones normales se caracterizan por la for-
macion de rouleaux y en anormales adoptan formas irre-
gulares generando complicaciones en la microcirculacion.
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Algunos creen que la Ciencia es un lujo y que los grandes paises gastan en ella porque son ricos.
Grave error, gastan en ella porque es un gran negocio y porque en esa forma se enriquecen ... es por
eso que, como decia Nehru, los paises subdesarrollados no pueden darse el lujo de no hacer Ciencia

y Tecnologia.

Bernardo A. Houssay (1887-1971)



