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Resumen

En este trabajo, se investigd la fluctuacion de la membrana de los glébulos rojos
fetales humanos afectados por la diabetes gestacional utilizando la espectroscopia
dual de fluctuacion de membrana de resolucion temporal (D-TRMFS). Esta
técnica es una version modificada del método de pinzas 6pticas dobles que ha
sido adaptado para medir simultaneamente las propiedades mecénicas de los
globulos rojos (RBCs) en puntos distantes de la membrana. Mediante mediciones
directas del parpadeo de la membrana, se obtuvieron parametros microreologicos.
Los resultados revelaron diferencias significativas en el grupo de pacientes con
diabetes gestacional en comparacion con los valores de referencia de fetos sanos y
adultos. Estas diferencias se observaron principalmente en el médulo de flexion,
mientras que el médulo de tensién no parecioé verse afectado. Se propusieron
mecanismos metaboélicos como explicacion de estos resultados, incluyendo la
posible interferencia con otras patologias asociadas a la diabetes gestacional. Estos
hallazgos proporcionan una nueva perspectiva sobre la influencia de la diabetes
gestacional en las propiedades mecéanicas de los globulos rojos fetales, lo que podria
tener implicaciones importantes en el diagnéstico y tratamiento de esta condiciéon

médica.

Keywords — Pinzas Opticas, Diabetes Gestacional, Espectroscopia, TRMFS,

Globulos Rojos, Fluctuacion de Membrana, Pardmetros Microreoldgicos
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Abstract

In this study, the membrane fluctuation of human fetal red blood cells (RBCs)
affected by gestational diabetes was investigated using Dual-Time Resolved
Membrane Fluctuation Spectroscopy (D-TRMFS). This technique is a modified
version of the dual optical tweezers method, adapted to simultaneously measure
the mechanical properties of RBCs at distant points on the membrane. By directly

measuring membrane flickering, micro-rheological parameters were obtained.

The results revealed significant differences in the group of patients with gestational
diabetes compared to the reference values of healthy fetuses and adults. These
differences were mainly observed in the flexion modulus, while the tension modulus
seemed unaffected. Metabolic mechanisms were proposed as an explanation for
these findings, including possible interference with other pathologies associated
with gestational diabetes. These findings provide a new perspective on the influence
of gestational diabetes on the mechanical properties of fetal red blood cells, which
could have important implications in the diagnosis and treatment of this medical

condition.

Keywords — Optical Tweezers, Gestional Mellitus Diabetes, Spectroscopy,
TRMFS, Red Blood Cells, Membrane Fluctuation, Microrheology parameters
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Propuesta de Investigacion

A continuacion se presenta la hipotesis, el objetivo general y objetivos especificos

para el presente trabajo.

Hipétesis

Hay estudios que afirman que altas concentraciones de glucosa en la sangre afectan
en las propiedades viscoelasticas de los globulos rojos, recreando asi una situacion
de diabetes mellitus|!]. Ademas la diabetes mellitus gestacional esta a menudo
relacionada a patologias que presentan los hijos de pacientes que la presentan, como
lo es la obesidad infantil y sobrepeso|?]. Aunque las investigaciones relacionan
estas dos patologias entre madres e hijos, coloca una incognita. ;La diabetes
Mellitus gestacional impacta en los parametros microreologicos de los globulos

rojos neonatales?

Objetivo General

Buscar una validacion entre datos medidos de fluctuacion de membrana en glébulos
rojos neonatales y el modelo de descripcion de fluctuacion de membrana en globulos

rojos adultos desarrollados.

Objetivos Especificos

s Medir fluctuaciones de membrana de glébulos rojos neonatales con una

configuracion de pinzas 6pticas de baja potencia.

= Analizar las densidades de espectro de potencia para obtener los distintos

parametros microreoloégicos.

= Relacionar las fluctuaciones de membrana, y modos de elasticidad entre las

condiciones de los pacientes.
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Capitulo 1

Introduccion

La diabetes gestacional es un tipo de diabetes que se desarrolla o se detecta por
primera vez durante el embarazo, caracterizada por niveles altos de aztucar en la
sangre [!|. Esta condicion, que generalmente ocurre alrededor de la semana 24
del embarazo, tiende a resolverse después del parto, pero puede estar asociada
con complicaciones tanto para el feto como para la madre, como macrosomia
fetal, hipoglucemia neonatal y un mayor riesgo de enfermedades metabdlicas y
cardiovasculares [5]. El diagnostico de la diabetes gestacional se realiza mediante
la prueba de tolerancia oral a la glucosa (OGTT), aunque atn existe una falta de
comprension completa sobre los mecanismos fisiopatolégicos a nivel celular. En
este contexto, la funcion de los globulos rojos o eritrocitos, que transportan oxigeno
y nutrientes a los érganos y tejidos en desarrollo, juega un papel crucial tanto para
la salud del feto como de la madre durante el embarazo [0]. Dada la hiperglucemia
e hiperinsulinemia plasmatica fetal asociada a la diabetes gestacional, surge la
hipotesis de que esta condicion puede tener impactos significativos en la funciéon y

propiedades de los globulos rojos fetales.

Para mejorar la comprension del comportamiento de los globulos rojos en un
entorno con niveles anormales de glucosa, los investigadores han recurrido a
la técnica dual-TRMFS como un enfoque prometedor [3]. En este estudio,
presentamos el primer enfoque microreologico a nivel de una sola célula utilizando
esta técnica en células fetales. La medicion dual se logra mediante dos haces de un
laser con polarizacién ortogonal, posicionados diametralmente en la membrana,

a baja potencia Optica, sin ejercer fuerza Optica sobre la membrana, con una



resolucién comparable e incluso superior a otras técnicas 6pticas. Este método se
basa en la espectroscopia de fluctuacion térmica con resolucion temporal (TRMFS)
propuesta por Betz |7] y en las pinzas opticas de doble haz de laser propuestas por
Moffitt y Bustamante || para la deteccion diferencial. La técnica dual-TRMFS
permite medir las amplitudes de fluctuacién generadas por el parpadeo térmico y
el metabolismo celular, proporcionando informacién detallada sobre la dinamica
estructural del gloébulo rojo més alla de un solo punto en la membrana. Al
utilizar un modelo de membrana celular conocido [J], se pueden obtener las
propiedades dindmicas, como la tension y el moédulo de flexion. A través de esta
instrumentacion, se obtiene informacion valiosa sobre como la diabetes gestacional
afecta las propiedades de la membrana de los globulos rojos fetales y como estos
cambios pueden influir en el desarrollo fetal. Estos resultados podrian mejorar
nuestra comprension de la diabetes gestacional y su impacto en la salud materna y
fetal, y potencialmente conducir al desarrollo de nuevos enfoques de diagnosticos

o terapéuticos.
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Capitulo 2

Marco Teoérico

2.1. Teoria de Atrapamiento Optico

Los primeros experimentos que reportaron presion radiativa actuando sobre objetos
macroscopicos debido a una fuente de luz térmica datan de principios del siglo
XX de la mano de Nichols y Hull [10] y Levedew [11].

Pero no fue hasta 1970 con la aparicion de los laser que se desarrollaron ramas de
tecnologia capaces de manipular objetos pequenos, aqui es donde se utiliza por
primera vez pinzas Opticas utilizando un haz de laser bien enfocado para poder
manipular particulas microscopicas en un punto focal donde concentra una alta

intensidad [12].

Esto permitio6 a estudios biologicos y biofisicos el poder manipular microorganismos
y organulos de una forma poco invasiva, ademas de dar acceso a mediciones de

fuerzas y la dinamica de los movimientos biologicos|!3].

2.1.1. Reégimen de 6ptica de Geométrica

Este régimen es valido para particulas mucho mas grande que la longitud de onda
del laser. El haz de laser se ve afectado cuando incide dentro de una particula lo
cual genera un proceso de absorcion y dispersion de los haces de luz, y debido a
la dispersion, el haz del laser sufre un cambio en su momento que por la segunda
ley de Newton tiene asociado una fuerza, la cual corresponde a una fuerza de

dispersion. Por otro lado, por conservacion del momento lineal y la tercera ley
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Fb

Figura 2.1.1: Representacion esquematica de las fuerzas generadas por una pinza
Optica en una esfera dieléctrica. La muestra fuerza total resultante (roja) que
afecta a la esfera dieléctrica cuando esta presente en la pinza optica.

de Newton la particula sufre el mismo cambio de momento que la luz, pero en

direcciéon contraria la cual genera una fuerza gradiente hacia dentro.

Con la fuerza de gradiente y fuerza de dispersiéon que se compensan entre ellas, y
en la situacion en que estas dos fuerzas se contrarresten totalmente, se genera una

trampa Optica estable para una particula esférica.

2.1.2. Régimen de Rayleigh

El régimen de Rayleigh comienza con la suposicion de que las particulas se pueden
aproximar a pequenos dipolos dentro de campos homogéneos, bajo esta suposicion
la ley de fuerza de Lorentz nos da un acercamiento a lo que sucede en un dipolo

que se ve afectado por un campo electromagnético:

F={-V)E+—= xB (2.1.1)

SIS

Donde E describe el campo eléctrico, B describe el campo magnético y p es el
momento dipolar inducido. El campo electromagnético induce el momento dipolar,

el cual se puede expresar como

p=akE (2.1.2)
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Donde la polarizaciéon de una particula en relaciéon a su medio es

m2 + 2

o = 4mn? epa (2.1.3)

donde m es el indice de refraccion relativo, n. es el indice de refraccion del dipolo
esférico y n,, es el indice de refracciéon del medio, ademas ¢, es la constante

dieléctrica del vacio y a es el radio del dipolo.

Se introduce la siguiente identidad vectorial

2

(A-v)ﬁ:v(%)—ﬁx(vX,@) (2.1.4)

Con esta identidad y la expresion del momento dipolar inducido p; la fuerza de

Loretz se puede expresar como

Fo= (aE-v) E+5=xB (2.1.5)
E? , , oE -
— aVv (7) —aF x (v x E) +ax B (2.1.6)

Sabiendo que la Ley de Faraday se expresa como

. 0B
VXE=—"— (2.1.7)

Nuestra ecuacion se puede escribir como

. E? . 0B O0E
F =aV (7) —ak x <_E) + Ao X B (2.1.8)

Introducimos otra identidad vectorial

ﬁ(gxg):gx

Ax B 2.1.
T X (2.1.9)

Para reducir la fuerza de Lorentz a
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F = a [%v (E?) +% (£ é)} (2.1.10)
= « Bv (E?) +u%§] (2.1.11)

Considerando que el dipolo esférico esté siendo afectado por un haz de laser de
onda continua, no existe variacion en la potencia a lo largo del tiempo, con lo que

el promedio temporal de la fuerza se reduce a

- «
F)=(v (B2 2.1.12
(F) =2 (v () 2112
Esta expresion corresponde a la fuerza de gradiente |1 ]

Fo=—" v (2.1.13)

2N,,€0C

Donde I es la intensidad del laser. Por otro lado, la fuerza de dispersion a la que

es afectado el dipolo [15] bajo un laser de intensidad I es

(2.1.14)

o Lo 1287°0 (m? — 1)
¢ 34 m? + 2

Y para obtener una trampa o6ptica estable, necesitamos que se cumpla la siguiente

condicién

(2.1.15)

=
]
holie
v

2.2. Globulos Rojos

Los globulos rojos son células de mucha importancia en nuestro cuerpo, éstas se
encargan de transportar oxigeno desde los pulmones hasta los musculos, 6rganos
y otras células. En este proceso de transporte los glébulos rojos se deforman para
poder pasar a través de vasos sanguineos, venas y capilares|l(]|. La propiedad
mecanica de deformabilidad de ellos estd determinada por su geometria, la

estructura de la membrana celular y su viscoelasticidad|!7].
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Estos tienen forma de disco bicéncavo y no poseen nicleo celular u organelos.
Ademas tienen en promedio un grosor entre 2-3um, un diametro entre 6-8um
y una superficie aproximada de 136um?|13|.La deformabilidad de los glébulos
rojos esta también determinada por la estructura de la membrana celular, que en
globulos rojos humanos se compone de tres capas: una capa externa, una bicapa
de fosfolipidos y un citoesqueleto de espectrina que determinan la flexibilidad,

una caracteristica importante de los materiales.

Ademas, la deformacion de los globulos rojos también se ven afectada por distintos
parametros microreologicas de la sangre como los parametros de viscoelasticidad
de esta. Dentro de los parametros de viscoelasticidad existen 3 distintos modos de
elasticidad fundamentales esquematizados en la figura 2.2.1: Expansion, Cizalle y

Flexion[19)].

Figura 2.2.1: Esquematizacion de los modos de elasticidad. El modulo de expansion
A representa la expansion y contracciéon de la membrana celular, el modulo de cizalle B
representa la aplicacién de dos fuerzas contrarias y el modulo de flexion C representa la
flexion de la membrana.

El médulo de expansion o compresion o representa la energia elastica producida
por una dilatacién o compresion de la membrana y esté influenciado principalmente

por la bicapa.

El moédulo de cizalle v representa la energia eléstica producida al extenderse
la superficie de la membrana y esta influenciada principalmente por la red de

espectrina.

El moédulo de flexion k es determinado por la energia necesaria para deformar la
curvatura original de la célula, y esté influenciado por la composicién quimica de

la bicapa.
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2.2.1. Teoria de Fluctuaciéon de Membrana

Las membranas son parte importante en las células debido a que estas separan el
interior de las células con el medio exterior en las que se encuentran, permitiendo
ademés la interaccion con el medio. Estas membranas interacttian con el medio
a través de excitaciones y fluctuaciones térmicas, de esta interacciéon es posible
derivar en el entendimiento mecénico de las membranas. En el entendimiento de
las fluctuaciones de membrana Helfrich fue muy importante quien reconocié que,
las fluctuaciones de la membrana conllevaban un gasto energético mediado por la
rigidez de la membrana que se opone cambios en la flexion|Y)], y posteriormente
debido a la consideracién de la composicion de la membrana, se identificé que la
membrana tiene tres modos de vibracion: Tension, Flexion y Cizalle|20]. Cada uno
de estos modos de vibracion tienen origenes e implicancias en el funcionamiento
de la membrana celular, como la composicion quimica de la membrana y la red

de espectrina.

Dentro del modelo de fluctuacion de membrana|7| tenemos la energia de fluctuacion
que esta descrita por el hamiltoneano de Helfrich que cuantifica la energia necesaria

para doblar y estirar la bicapa lipidica:

1 1
F:i/dA[Em(VW02+§U(Vhf (2.2.1)
Donde h es la extension de la membrana desde su posicion de equilibrio. Usando

el teorema de equiparticion, la funcién de correlacion de las fluctuaciones son:

KgT

P (2r)? / 2.2.2
prarprACUCEC R D (2.2.2)

/ —

<h‘1hq> o

Donde K5 es la constante de Boltzmann, T es la temperatura, ¢ y ¢’ son los modos
de vibracién de la membrana. Fluctuaciones de longitud ¢ tienen una frecuencia
de relajacion de w, = (kg* + 0¢®)/4nq para una membrana impermeable, donde
n es la viscosidad promedio de los fluidos separados por la membrana. Esto da

como resultado la siguiente funciéon de correlacion temporal:

(he(t)h,(0)) = 2m)?6 (¢ + ) (hqhly) exp (—w,t) (2.2.3)
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Tomando la transformada de Fourier e integrando sobre todos los modos g,
obtenemos la densidad de espectro de frecuencia(Siglas en inglés, PSD) para una

membrana plana:

PSD — / (2‘17)2 /Oo T ho(Oh_o(0)) exp (i t) dt (2.2.4)
= %/0 Oofﬂt](%%)ﬁ (2:2.5)
S o A e 220

Esta integral sobre ¢ no se puede expresar de forma analitica, pero se pueden
obtener aproximaciones para altas frecuencias y para bajas frecuencias. De esta

manera, para aproximaciones w — 0, la PSD se reduce a:

PSD = KB??, = KIBST 7 (2:2.7)
w00 6 (2026) 2 w53 6m (202k) " (27 f)

Y para aproximaciones de w — oo, la PSD se reduce a:

PSD — KgT KgT

wo0 20w 20 (27 f) (228)

Usando estas aproximaciones, podemos analizar de manera separada las

fluctuaciones de membrana para estos dos casos.

2.2.2. Patologias

Como la deformabilidad de los globulos rojos esté directamente relacionada a
la composicion y propiedades de la membrana, existen varias enfermedades que
afectan esta composicion. Ademés la deformabilidad de los globulos se ve afectada
por los cambios en la viscosidad de la sangre, viscosidad que a su vez es afectada por
diferentes situaciones dentro del torrente sanguineo, sin ir mas lejos la existencia de
agregaciones en la macrocirculacion con baja velocidad de cizallamiento, aumenta
la viscosidad de la sangre. Mientras que la deformabilidad de los glébulos rojos
necesaria en la microcirculacién también afecta la macrocirculacion, ya que una

disminuciéon en la deformabilidad aumenta también la viscosidad de la sangre.
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Estos aumentos en la viscosidad de la sangre llevan a un aumento en la resistencia

vascular que disminuye el flujo de sangre.

2.2.2.1. Diabetes Mellitus

La diabetes tiene una alta presencia en la sociedad, segiin datos del 2021 del banco
mundial alrededor del 9.8 % de la poblacién mundial adulta entre 20 y 79 anos|?|]
tiene diabetes mellitus, estos datos hacen de la diabetes un tema preocupante
debido a la prevalencia de esta en la sociedad actual. La diabetes mellitus tiene
graves consecuencias en el cuerpo humano y afecta de forma significativa en la

deformabilidad de los globulos rojos|2?]

2.2.2.2. Anemia falciforme

La anemia falciforme es una enfermedad hereditaria que afecta a la produccion
de hemoglobina en el cuerpo, dando como resultado la maduraciéon de globulos
rojos falciformes, los cuales pueden carecer de la biconcava particular de los
globulos rojos. En la anemia falciforme pueden madurar globulos rojos en formas
estiradas o en forma de medias lunas, ademés de disminuir de forma significativa

la deformabilidad de los globulos rojos|23].

2.3. Diabetes Gestacional

La diabetes gestacional es una enfermedad que puede aparecer durante el embarazo

en madres que no padecen ningun tipo de diabetes|!].

Esta puede aparecer a lo largo de todo el embarazo pero con mayor probabilidad

entre el segundo y tercer trimestre[21].

La diabetes gestacional tiene varios factores de riesgo que han sido asociados a
su aparicion. Dentro de estos factores se encuentra el sobrepeso u obesidad, una
edad avanzada de la madre gestante y antecedentes familiares de resistencia a la

insulina o diabetes.

Si bien la diabetes gestacional suele desaparecer luego del parto, esta aumenta
el riesgo de padecer varios trastornos tanto de la madre como del hijo. Las
madres después del embarazo e hijos tienen mayor riesgo de padecer enfermedades

cardiovasculares y diabetes mellitus tipo 2, ademéas de aumentar el riesgo de
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obesidad en los ninos|].

Durante el embarazo, los globulos rojos maternos transportan oxigeno y nutrientes
hasta la placenta en un sistema circulatorio Utero-placentario, desde aqui el
sistema circulatorio fetal-placentaria permite transportar glébulos rojos fetales
pobre en oxigeno y nutrientes para poder llevar a cabo el intercambio de oxigeno

y nutrientes|(].

Debido a la influencia de la diabetes, en la madre se ven afectados los pardametros
mecénicos de los globulos rojos y debido a la conexiéon materno-fetal a través de
la placenta pueden existir ademés cambios dentro de los pardmetros mecanicos de

los globulos rojos fetales.
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Capitulo 3

Metodologia

3.1. Diseno experimental

En esta seccion se describen todos los elementos 6pticos utilizados en este estudio,
asi como el esquema 6ptico empleado para las mediciones de la técnica Dual-
TRMEFS, basado en el esquema 6ptico presentado en el articulo investigativo de

Tapia et al., 2021 [3].

PBS2 PBS1
PZM1 ‘ ' {/
V=
L2
PBS3 ‘ L1 HWPZ% HWP1
5o PZM2 ﬁ
i LED

CMOS DF1 PoL2 pPBS4 L5 QPD1

Figura 3.1.1: Montaje experimental presentado en articulo investigativo [3] para
medicién de fluctuacion de membrana utilizando montaje de pinzas 6pticas doble
utilizado a baja potencia evitando efectos de atrapamiento.Fuente:|3]
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3.1.1. Elementos Opticos Utilizados

Laser

El laser utilizado en este estudio es el Ventus HP de 5000 mW, con una longitud
de onda de A = 1064 nm, proporcionado por Quantum Laser. Este laser infrarrojo
es empleado para medir las muestras sin afectar su integridad. Se opera a una

potencia de 1W (40 % de su potencia méaxima) para asegurar su estabilidad.

Lamina de media onda

Se utilizan laminas de media onda, también conocidas como laminas retardadoras,
para desfasar las componentes perpendiculares de polarizacion. En este esquema
optico, se emplean las AHWP05M-980 de Thorlabs Inc., denominadas HWP.

Cubo Polarizador

Los cubos polarizadores o divisores de haz polarizadores se utilizan para separar

la luz incidente en haces reflejados y transmitidos. En este estudio, se emplean los
cubos CCM1-PBS253 de Thorlabs Inc., identificados como PBS.
Lente Convergente

Las lentes convergentes se utilizan para converger los rayos de luz hacia un punto
focal a una distancia focal especifica. En este esquema 6ptico, se emplean distintos

lentes con variaciones en su distancia focal, identificados simplemente como L.

Piezoeléctrico

Los piezoeléctricos son componentes eléctricos que se deforman y doblan

mecanicamente al aplicarles diferencias de voltaje. En este esquema 6ptico, se
utilizan los KC1-T-PZ de Thorlabs Inc., denotados como PZM.
Filtro de densidad neutra

Un filtro de densidad neutra se usa para disminuir la intensidad de la luz sin

alterar otras caracteristicas. En este estudio, se denota como NDF.
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Espejo dicroico

Los espejos dicroicos reflejan luz con una longitud de onda especifica. En este
esquema, identificamos como DF.

Lente objetivo

Los lentes objetivos forman una imagen primaria, determinando la calidad y nivel
de zoom. En este esquema, se denota como OL1.

Lente colimador

Un lente colimador se utiliza para limitar la direccion de la luz y obtener un haz
de luz homogéneo. En este esquema, se denota como OL2.

Fuente de iluminaciéon azul

Una fuente de luz azul de baja intensidad que no genera interferencia con los haces
infrarrojos del laser. Junto al sistema iluminador, proporciona una iluminacién de

Kohler, entregando una luz desenfocada y uniforme a la muestra. En este esquema,
se denota como LED LAMP.

Lente de tubo
Las lentes de tubo se utilizan como lentes secundarios junto a los lentes objetivos
para minimizar aberraciones en la imagen. En este esquema, se denota como TL.

Camara CMOS

La cdmara CMOS tiene como objetivo capturar la imagen de la muestra y

visualizarla en tiempo real en un computador. En este esquema, se denota como

CMOS.

Fotodetector de cuatro cuadrantes

Un fotodetector de cuatro cuadrantes es un elemento 6ptico que detecta las senales
de un haz a partir de cuatro fotodiodos colocados en forma de cuadrantes idénticos
en distintas posiciones. Cuando un haz de luz incide en el fotodetector, cada
cuadrante detecta una fotocorriente (Q1, Q2, Q3 y Q4).
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Las coordenadas normalizadas (X,Y) que ubican el laser en el sensor estan

determinadas por las ecuaciones siguientes:

(Q2+Q3) — (Q1+Q4)  Xpijy
(QI+Q2+Q3+Q4) SUM
(QL+Q2) — (Q3+Q4)  Ypiss
(QI+Q2+Q3+Q4) SUM

X = (3.1.1)

(3.1.2)

La salida de informacion se presenta en tres componentes: 1) Eje X (Q2 + Q3) —
Q1+ Q4), 2) Eje Y (Q1 + Q2) — (Q3 + Q4) v 3) Suma (Q1 + Q2 + Q3 + Q4).
En este esquema optico, se utiliza un fotodetector PDQ80A de Thorlabs Inc.,
denominado QPD.

3.1.2. Esquema Optico del Experimento

El esquema 6ptico del experimento estd montado sobre una mesa 6ptica suspendida
para minimizar el ruido mecénico. Cada dispositivo relacionado con el proceso
de captura de informacion esté conectado a una fuente UPS para evitar ruidos
eléctricos provenientes de bajas de voltaje. A continuacion, se describe el esquema

Optico paso a paso:

El laser (Ventus HP, 5000 mW, A = 1064 nm, Quantum Laser) atraviesa un sistema
formado por laminas de media onda y cubos polarizadores (HWP1-PBS1-HWP2)
que polarizan y dividen el laser para utilizar una parte de él, asegurando asi la

intensidad del léaser.

El laser pasa por un sistema telescopico compuesto por las lentes L1 y L2 de
distancias focales 50 mm y 200 mm, respectivamente, con el objetivo de aumentar

el perfil del léser.

Los sistemas formados por los cubos polarizadores y piezoeléctricos (PBS2-PZM1-
PBS3) y (PBS2-PZM2-PBS3) se encargan de separar los haces vertical y horizontal,

permitiendo asi el control de la posiciéon de cada haz.

Después de pasar por el segundo sistema telescopico formado por las lentes L3 y L4
de distancias focales 200 mm y 75 mm, respectivamente, el perfil del laser se reduce

antes de entrar al plano de la muestra. Entre estos lentes se encuentra un filtro
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de densidad neutra (ND) que, junto con el primer sistema (HWP1-PBS-HWP2),

disminuye la intensidad del laser a 1 mW.

El laser atraviesa el plano de la muestra, pasando por las componentes (DF1-
OL1-OL2), para finalmente separar los haces vertical y horizontal con el cubo

polarizador PBS4. Luego, los haces pasan por las lentes L6 y L5, respectivamente.

Las lentes L6 y L5, junto con el plano focal trasero del lente colimador OL2,

forman un plano conjugado que lleva los haces a sus respectivos fotodetectores.

Adicionalmente, la muestra es iluminada a través de una fuente de luz azul de baja
intensidad (LED LAMP), que es colimada por la lente OL2. Esto proporciona
una iluminacién de Kohler que es captada por la cAmara CMOS para ser emitida

en tiempo real por computadora.

3.2. Muestras Biolbgicas

En esta seccion, se presentan los detalles sobre la obtencion, preparacion y manejo
de las muestras biologicas utilizadas en el estudio. Las muestras biolégicas son
de vital importancia, ya que representan el punto de partida para realizar las

mediciones y analisis del presente estudio.

3.2.1. Solucién Salina Amortiguada por Fosfato

La solucién salina amortiguada por fosfato (PBS, Phosphate-buffered saline) es
una solucion amortiguadora de pH comtunmente utilizada en investigaciones en el

area de biologia y bioquimica.

Esta solucion presenta caracteristicas similares a los liquidos presentes en el cuerpo
de los mamiferos fuera de las células, lo que la hace un vehiculo celular ideal sin

alterar sus funciones normales.

La composicion tipica de la solucion PBS incluye cloruro de sodio (NaCl),
fosfato disodico (NagHPOy) y, en algunas formulaciones, fosfato monopotasico
(KHoPOy)[25].

Su uso es fundamental en este estudio debido a la gran cantidad de globulos
rojos presentes en la sangre, lo que dificulta la aplicaciéon directa de la técnica
Dual-TRMFS.
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Por lo tanto, es crucial disolver las muestras sanguineas en esta soluciéon para
reducir el conteo de glébulos rojos y permitir la mediciéon individual de cada

globulo rojo de manera aislada.

Figura 3.2.1: Plano de muestra visualizada en ordenador por microscopia a una
escala de x60, corresponde a una muestra de alta concentraciéon de glébulos rojos.

Esta adaptacion de la técnica permitira obtener datos precisos y confiables sobre
las fluctuaciones de membrana y, en tltima instancia, facilitara el analisis y la

interpretacion de los resultados.

3.2.2. Muestras Biolbégicas Adultas

Las muestras biolégicas adultas se obtuvieron a partir de sangre adulta y se
prepararon mediante una diluciéon en soluciéon PBS en proporciones especificas.
Inicialmente, se mezclaron 10uL de sangre con 990uL de solucion PBS en un tubo

eppendorf para obtener una primera disolucién homogénea.

A partir de esta disolucion inicial se prepararon tres muestras distintas mediante
diluciones secuenciales en tubos eppendorf, cada una de estas muestra tienen
objetivos distintos de investigacion y en esta investigacion se utilizo la disolucion
con menor concentracion de globulos rojos. Las muestras se obtuvieron mezclando
400pL de la disolucion inicial con 600uL de solucion PBS para la primera muestra,
300uL de la disolucioén inicial con 700u L de soluciéon PBS para la segunda muestra,
y finalmente 200pL de la disolucién inicial con 800uL de solucion PBS para la
tercera muestra. Estas muestras se conservaron en un horno de laboratorio a 37°C

para garantizar condiciones adecuadas de temperatura.
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Posteriormente, se coloc6 un trozo de cinta de doble faz con un pequeno
orificio en un portaobjetos. Luego, se deposit6 una pequena cantidad de muestra
(aproximadamente 5uL) en el centro del orificio utilizando una micropipeta. Con
cuidado, se colocé un cubreobjetos sobre la muestra y se sell6 utilizando la cinta
de doble faz, de manera que la muestra se extendiera uniformemente a lo largo
del portaobjetos. A continuacién, se permitié que la muestra se decantara para

que los globulos rojos se adhirieran al portaobjetos.

Previo a la preparacion de las muestras, se desinfect6 el meséon de trabajo
y se mantuvo cerrada cualquier entrada de aire para evitar la presencia de
contaminantes. Estas precauciones son fundamentales para garantizar la integridad

de las muestras y la fiabilidad de los resultados obtenidos.

Una vez que la muestra ha decantado y se han realizado todos los procedimientos
de preparacion, se coloca el porta muestras en el montaje experimental para iniciar

las mediciones.

3.2.3. Muestras Biolbgicas Fetales

Las muestras biologicas fetales se obtuvieron a través del laboratorio de
investigacion materno-fetal (LIMaF), en el contexto de un proyecto de investigacion
dedicado a caracterizar muestras fetales. Estas muestras fueron donadas de manera
voluntaria y con previo consentimiento informado, cumpliendo rigurosamente con

las normas de bioética y bioseguridad.

Una vez llegadas las placentas al laboratorio LIMaF, se extrajeron 10 L de sangre
del sistema circulatorio fetal-placentario para garantizar la especificidad de las
muestras como fetales. Esta sangre se prepar6 en un tubo eppendorf anadiendo
990uL de solucion PBS, y posteriormente se sell6 el tubo eppendorf con papel

parafilm para preservar la integridad de la muestra.

Las muestras fueron transportadas con especial cuidado para evitar pérdida de
temperatura y exposicion a la luz solar, lo cual podria degradar las muestras
biolégicas. Una vez en el laboratorio de pinzas 6pticas y microscopia, se crearon
tres muestras distintas en tubos eppendorf: la primera con 400 L de muestra y
600uL de solucion PBS, la segunda con 300uL de muestra y 700uL de solucion
PBS, y la tercera con 200 L de muestra y 800uL de solucion PBS. Estas muestras

se conservaron en un horno de laboratorio a 37°C para mantener las condiciones
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adecuadas de temperatura.

Luego, se procedié a colocar un trozo de cinta de doble faz con un pequeno
orificio en un portaobjetos. Se deposité una pequena cantidad de muestra
(aproximadamente 10uL) en el centro del orificio utilizando una micropipeta.
Con cuidado, se colocé un cubreobjetos sobre la muestra y se selld utilizando la
cinta de doble faz, asegurandose de que la muestra se extendiera uniformemente a
lo largo del portaobjetos. Después, se permitié que la muestra se decantara para

que los globulos rojos se adhirieran al portaobjetos.

Durante este proceso, se enfrentaron dificultades debido a que la sangre fetal
tiene una viscosidad menor|[20] que la sangre adulta, lo que resultaba en el
desplazamiento de los globulos rojos una vez colocados en el montaje experimental
y, en algunos casos, interferia con las mediciones de fluctuacion. Para solucionar
esto, se incorpor6 parte de la muestra sobre la cinta de doble faz y se aumento
la cantidad de muestra sobre el portaobjetos, minimizando asi la cantidad de
aire encapsulado dentro del cubreobjetos. Ademas, las muestras fueron selladas
alrededor con un adhesivo instantdneo sin base de acetona para minimizar la
perfusion de la muestra hacia afuera y mantener la integridad de la muestra

durante las mediciones.

(a) Plano de muestra en tiempo inicial (b) Plano de muestra 5 segundos después

Figura 3.2.2: Plano de muestra visualizada en ordenador por microscopia a una
escala de x60, corresponde a una muestra fetal donde se puede observar la rapidez
con la que se desplazan los globulos fetales en un periodo de tiempo de 5 segundos.

Con estas modificaciones y precauciones, se logré superar los desafios iniciales
y se obtuvieron muestras biologicas fetales que aseguraron la integridad de las

mediciones a lo largo del analisis.
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3.3. Tratamiento de datos

En esta seccion se describe el proceso de tratamiento de los datos obtenidos en
este estudio. Los datos crudos adquiridos durante las mediciones experimentales
fueron sometidos a diversos procedimientos para obtener resultados significativos
y confiables. El tratamiento de datos se dividié en tres etapas principales: la
obtencion de senales, el tratamiento y obtencion de parametros microreologicos, y

el analisis estadistico.

3.3.1. Obtencion de senales

El esquema experimental se maneja a través del software LabVIEW, donde un
programa optimizado para este estudio se encarga de la manipulacién de los

piezoeléctricos presentes en el montaje experimental.

Inicialmente, se colocan ambos haces del laser en dos puntos opuestos de la
membrana celular del glébulo rojo a medir. A través de LabVIEW, se obtienen
datos de senales de interferencia de los haces del laser mientras estos se mueven
hacia el centro del globulo rojo, sondeando asi las paredes biconcavas de la
membrana celular. Estas mediciones se realizan recopilando 20,000 datos a una

frecuencia de muestreo de 20,000 Hz.

Voltaje QPD [V]

Desplazamiento [um]

Figura 3.3.1: Grafico que representa el sondeo de la membrana celular de un
globulo rojo (Azul) y su respectiva zona lineal (Amarillo).

El propoésito de estas mediciones es encontrar la denominada 'zona lineal’ de la
membrana, donde las senales de fluctuacion son 6ptimas. Una vez identificada la
zona lineal, se colocan los haces del laser en los puntos medios de esta region para

optimizar las senales de fluctuacion de membrana.
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Posteriormente, se utiliza un programa desarrollado en MATLAB para graficar
y encontrar los puntos medios de las zonas lineales de ambos haces. Con
esta informacion, se procede a medir las senales de fluctuaciéon de membrana,

recopilando en promedio 20 archivos de 200,000 datos a una frecuencia de muestreo
de 20,000 Hz.

Este proceso de obtencion de senales es fundamental para garantizar la precision

y confiabilidad de los datos recolectados durante las mediciones experimentales.

3.3.2. Tratamiento 'y obtencibn de  parametros
microreolégicos
Los archivos de datos proporcionados por los fotodetectores se encuentran en

unidades de medida de mV. Para realizar la conversion a unidades de longitud (nm),

se utilizd un programa en lenguaje Python que utiliza la ecuacion de pendiente:

Xaiff
Ad = mAV = 3.3.1
mn mn Sum ( )

Este programa calcula la pendiente de la zona lineal entre dos puntos seleccionados
por el usuario y aplica la transformacién a nm para todos los datos de cada archivo

de fluctuacion.

Ademaés, se implement6d otro programa en Python para la obtencion de los
parametros microreologicos a través del tratamiento de la densidad de espectro
de potencia (PSD) de los datos. Las ecuaciones de flexion 2.2.7 y tension 2.2.8 se
ajustan a las PSD de los datos para obtener los valores de flexion y tension de los
globulos rojos en cada uno de los 20 archivos de cada globulo. Estos valores de PSD,
amplitud, tension y flexion se promedian para obtener los valores promediados de

cada globulo rojo.

El proceso de obtenciéon de parametros microreologicos se realiza para cada uno de
los 20 archivos, y se examina cada gréafico de PSD con sus respectivos ajustes para
asegurar la precision de los resultados. En caso de detectar ruido o senales que
afecten el tratamiento de datos, se toman las medidas necesarias para corregirlos
y garantizar la fiabilidad de los parametros obtenidos. Este analisis individual
de cada globulo rojo permite obtener resultados precisos y confiables de los

parametros microreoldgicos de las muestras bioldgicas.
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3.3.3. Tratamiento estadisticos

Para llevar a cabo el analisis estadistico, se utilizo el software Prism GraphPad, el
cual es una herramienta de bioestadistica béasica, ajuste de curvas y creacion de
graficos cientificos. Los datos se organizaron y graficaron en graficos de violin con

media.
Se trabajo con tres grupos de investigacion:

= Grupo ’Adulto’: Consiste en mediciones de 98 globulos rojos de 3 adultos

sanos distintos, y tiene como objetivo ser un grupo de control.

= Grupo ’Sano’: Consiste en mediciones de 60 glébulos rojos fetales extraidos

de placentas de madres sanas.

= Grupo ’Diabético’: Consiste en mediciones de 140 glébulos rojos fetales

extraidos de placentas de madres con diabetes gestacional.

A partir de estos grupos, se presentan graficos de violin con media para los
parametros microreologicos de Amplitud de fluctuaciones|nm]|, Tension[o] y

Flexion[x] de los dos haces (Sy y Su) que conforman el esquema 6ptico.

Ademés de los graficos, se incluyen los valores medios y la desviacién estandar del
error con un intervalo de confianza del 95 %, asi como los valores de probabilidad
P de cada medicion. Estos valores P fueron obtenidos mediante un test ANOVA

de una via y un test Turkey.

Para garantizar la fiabilidad de los datos, se realizaron correcciones eliminando
datos atipicos (outliers) que podrian haber surgido debido a fallas o ruidos presentes
en las mediciones. Esta correcciéon se realizé utilizando el método ROUT con un

coeficiente Q = 1%, lo que corresponde a las colas de una distribucion gaussiana
donde v = @ = 0,01.

Finalmente, se proporcionan las interpretaciones de los valores P en funcion de su
rango. Valores P mayores a 0,05 indican que no hay diferencias significativas entre
los grupos (ns). Valores P entre 0,05 y 0,01 indican una diferencia significativa
con un nivel de confianza del 95 % (*), mientras que valores P entre 0,01 y 0,001
indican una diferencia significativa con un nivel de confianza del 99 % (**). Valores
P entre 0,001 y 0,0001 indican una diferencia significativa con un nivel de confianza

del 99,9 % (***), y finalmente, valores P inferiores a 0,0001 indican una diferencia
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significativa con un nivel de confianza superior al 99,9 % (****). Estos valores P
permiten evaluar la significancia de las diferencias entre los grupos en funcién de

los parametros microreologicos medidos.
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Capitulo 4

Resultados

En esta seccion, se presentaran los resultado y anélisis de los parametros
microreolégicos obtenidos para cada grupo de estudio, asi como la relaciéon entre
estos grupos. Se realizard un anélisis de los pardametros mecéanicos dentro de
los grupos 'Sanos’ y 'Diabético Gestacional’ para comprender las diferencias y
similitudes entre los pacientes. Ademas, se analizaran los valores de probabilidad
P comparando los distintos grupos de estudio. El objetivo de este analisis es
proporcionar una vision integral de las propiedades microreologicas en los grupos

de estudio

4.1. Resultados de parametros por grupo de

estudios

En un comienzo, se hace evidente analizar si existe alguna relaciéon entre los
parametros microreolégicos entre los grupos objetivos. Para ello, se compararan y
contrastaran los resultados obtenidos en los grupos de estudio ’Adultos’, ’Sanos’
y 'Diabético Gestacional’. A continuacién, se presentaran los graficos y analisis

correspondientes para cada uno de los pardmetros microreologicos evaluados.

4.1.1. Amplitud

Los valores de la media para el grupo ’Adulto’ medidos por el laser Sy y Sy fueron
de 19,43 £ 1 nm y 18,80 4+ 0,9 nm respectivamente. Para el grupo ’Sano’, los

valores de la media para ambos haces de laser fueron de 11,04 £ 1 nm y 16,40 + 1
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nm. Por tdltimo, el valor de la media para el grupo 'Diabético Gestacional’ fue de
14,21 £ 0,8 nm para el laser Sy y 19,64 + 0,7 nm para el laser Sg.

Amplitud Sy Amplitud Sy
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(a) Amplitud medida con laser vertical (b) Amplitud medida con laser horizontal

Figura 4.1.1: Como se puede observar en las Figuras 4.1.1a y 4.1.1b, se presentan
los valores de amplitud obtenidos para ambos grupos de estudio utilizando los dos
haces de laser con diferentes polarizaciones.

El analisis de valores de probabilidad P para las comparaciones entre el grupo
"Adulto’ y el grupo ’Sano’ en relaciéon al laser Sy mostré un valor bajo de P <
0,0001, lo que implica que hay una diferencia significativa entre los grupos. Sin
embargo, la comparacién entre el grupo ’Adulto’ y el grupo 'Diabético Gestacional’
arrojo un valor de P = 0,0027, lo que sugiere que hay una diferencia pequena entre
los grupos. Ademés, la comparacion entre el grupo 'Sano’ y el grupo 'Diabético
Gestacional’ revel6 un valor de P = 0,2725, indicando que no hay una diferencia

significativa entre estos grupos.

Por otro lado, el analisis de valores de probabilidad P para las comparaciones
entre el grupo "Adulto’ y el grupo 'Sano’ en relacion al laser Sy mostrd un valor
de P = 0,4014, lo que indica que no hay una diferencia significativa entre los
grupos. Asimismo, la comparacion entre el grupo ’Adulto’ y el grupo 'Diabético
Gestacional’ resultd en un valor de P = 0,9475, lo que sugiere que tampoco hay
una diferencia significativa entre estos grupos. Finalmente, la comparacion entre
el grupo ’Sano’ y el grupo 'Diabético Gestacional” arrojo un valor de P = 0,0752,

lo que implica que tampoco hay una diferencia significativa entre estos grupos.
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4.1.2. Tension

Los valores de la media para el grupo ’Adulto’ medidos por el laser Sy y Sy
fueron de (4,027 + 0,4)107°N/m y (2,095 + 0,2)10~°N/m respectivamente. Para
el grupo ’Sano’; los valores de la media para ambos haces de laser fueron de
(4,008 +0,5)107°N/m y (1,578 £ 0,2)105N/m. Por tltimo, el valor de la media
para el grupo 'Diabético Gestacional’ fue de (4,271 4 0,3)107°N/m para el laser
Sy y (2,697 £0,2)107°N/m para el laser Sy.
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(a) Tension medida con laser vertical ~ (b) Tensiéon medida con laser horizontal

Figura 4.1.2: Como se puede observar en las Figuras 4.1.2a y 4.1.2b, se presentan
los valores de tension obtenidos para ambos grupos de estudio utilizando los dos
haces de laser con diferentes polarizaciones.

El analisis de valores de probabilidad P para las comparaciones entre el grupo
’Adulto’ y el grupo 'Sano’ en relacion al laser Sy mostré un valor alto de P > 0,9999.
La comparacion entre el grupo "Adulto’ y el grupo 'Diabético Gestacional’ arrojo
un valor alto de P = 0,9899. Ademas, la comparacion entre el grupo ’Sano’ y el
grupo 'Diabético Gestacional’ revel6 un valor de P = 0,9903. Todos estos valores
indican que no hay una diferencia significativa entre los grupos existentes para el

laser Sy .

Por otro lado, el analisis de valores de probabilidad P para las comparaciones
entre el grupo "Adulto’ y el grupo 'Sano’ en relacion al laser Sy mostré un valor
alto de P = 0,6780, lo que indica que no hay una diferencia significativa entre los
grupos. Asimismo, la comparacion entre el grupo ’Adulto’ y el grupo ’Diabético
Gestacional’ result6 en un valor alto de P = 0,3185, lo que sugiere que tampoco hay

una diferencia significativa entre estos grupos. Finalmente, la comparacién entre
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el grupo ’Sano’ y el grupo ’Diabético Gestacional’ arrojo un valor de P = 0,0143,

lo que implica que hay una diferencia minima entre estos grupos.

4.1.3. Flexion

Los valores de la media para el grupo "Adulto’ medidos por el laser Sy y Sy fueron
de (1,86340,3)107197 y (0,977+0,1)1071J respectivamente. Para el grupo 'Sano’,
los valores de la media para ambos haces de laser fueron de (1,157 4 0,2)1071°J
v (1,196 4 0,2)1071°.J. Por tltimo, el valor de la media para el grupo 'Diabético
Gestacional’ fue de (4,349 + 0,6)107'J para el laser Sy y (2,841 4+ 0,4)10719J

para el laser Sp.
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(a) Flexion medida con laser vertical (b) Flexion medida con laser horizontal

Figura 4.1.3: Como se puede observar en las Figuras 4.1.3a y 4.1.3b, se presentan
los valores de flexion obtenidos para ambos grupos de estudio utilizando los dos
haces de laser con diferentes polarizaciones.

El analisis de valores de probabilidad P para las comparaciones entre el grupo
’Adulto’ y el grupo 'Sano’ en relacion al laser Sy mostro un valor alto de P = 0,9371,
lo que implica que no hay una diferencia significativa entre los grupos. Sin embargo,
la comparacion entre el grupo ’Adulto’ y el grupo 'Diabético Gestacional” arroj6 un
valor relativamente bajo de P = 0,0085, lo que sugiere que hay una diferencia entre
los grupos. Ademas, la comparacion entre el grupo ’Sano’ y el grupo "Diabético
Gestacional’ revel6 un valor bajo de P = 0,0013, indicando que hay una diferencia

significativa entre estos grupos.

Por otro lado, el analisis de valores de probabilidad P para las comparaciones

entre el grupo ’Adulto’ y el grupo ’Sano’ en relacion al laser Sy mostré un valor
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alto de P = 0,9961, lo que indica que no hay una diferencia significativa entre los
grupos. Por otro lado, la comparacion entre el grupo ’Adulto’ y el grupo 'Diabético
Gestacional’ resulté en un valor bajo de P = 0,0014, lo que sugiere que hay una
diferencia significativa entre estos grupos. Finalmente, la comparacion entre el
grupo 'Sano’ y el grupo 'Diabético Gestacional” arroj6é un valor de P = 0,0213, lo

que implica que hay una pequena diferencia entre estos grupos.

4.2. Resultados de pardmetros entre pacientes con

la misma condicion

Debido a que pueden existir diferencias entre las condiciones de los pacientes
dentro de un mismo grupo debido a caracteristicas especificas, resulta importante
realizar un anéalisis mas detallado del comportamiento de los parametros
microreologicos entre los distintos individuos que se incluyeron en los grupos ’Sano’
y 'Diabético Gestacional’. Este analisis nos permitira identificar posibles variaciones
significativas en los resultados obtenidos y comprender mejor la heterogeneidad

en los resultados de los pacientes dentro de cada grupo.

4.2.1. Pacientes sanos

En esta subseccion, se presentaran los gréaficos y resultados detallados para los
diferentes pacientes que conforman el grupo de estudio 'Sano’. Cada grafico
correspondera al analisis de los parametros de cada paciente dentro de este grupo,
lo que nos permitira observar las variaciones en los pardmetros microreolégicos
entre ellos. Este analisis de los resultados nos permitira identificar cualquier patron

interesante o tendencia comin dentro del grupo 'Sano’.

El analisis de los pacientes 'Sano’ es crucial para establecer una referencia en
el comportamiento microreolégico en individuos sin diagnoéstico de diabetes
gestacional. Estos hallazgos proporcionaran una base soélida para comparar y

contrastar los resultados obtenidos en el grupo 'Diabético Gestacional’.

4.2.1.1. Amplitud

Los valores de la media para el paciente 'P1" medidos por el laser Sy y Sy fueron

de 4,35+£0,8 nm y 9,27+0,8 nm respectivamente. Para el paciente 'P4’; los valores
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de la media para ambos haces de laser fueron de 15,86 + 2 nm y 14,33 + 0,7 nm.
Por ultimo, el valor de la media para el paciente "P6’ fue de 13,55 + 2 nm para el

laser Sy v 24,52 + 2 nm para el laser Sg.
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(a) Amplitud medida por laser vertical (b) Amplitud medida por laser horizontal

Figura 4.2.1: Como se puede observar en las Figuras 4.2.1a y 4.2.1b, se presentan
los valores de amplitud obtenidos para los distintos pacientes que conforman el
grupo ’Sano’ utilizando los dos haces de laser con diferentes polarizaciones.

El analisis de valores de probabilidad P para las comparaciones entre los pacientes
'P1’ y 'P4’ en relacién al laser Sy mostré un valor bajo de P < 0001, lo que implica
que hay una diferencia significativa entre los pacientes. Asimismo, la comparacion
entre los pacientes 'P4’ y "P6’ arrojo un valor de P = 0,0021, lo que sugiere que
hay una diferencia significativa entre los pacientes. Por otro lado, la comparacion
entre los pacientes 'P1’ y 'P6’ revel6 un valor de P = 0,6432, indicando que no

hay una diferencia significativa entre los pacientes.

Por otro lado, el analisis de valores de probabilidad P para las comparaciones entre
los pacientes 'P1’ y "P4’ en relacion al laser Sy mostré un valor de P = 0,0227, lo
que indica que hay una pequena diferencia entre los pacientes. Sin embargo, la
comparacion entre los pacientes ‘P4’ y "P6’ arroj6é un valor bajo de P < 0,0001, lo
que sugiere que hay una diferencia significativa entre los pacientes. Finalmente,
la comparacion entre los pacientes 'P1’ y 'P6’ revel6 un valor de P < 0,0001,

indicando que hay una diferencia significativa entre los pacientes.
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4.2.1.2. Tension

Los valores de la media para el paciente 'P1’ medidos por el laser Sy y Sy fueron de
(4,303+£1)107°N/m y (1,88740,4)10~° N/m respectivamente. Para el paciente 'P4’,
los valores de la media para ambos haces de laser fueron de (5,312 = 1)107°N/m
y (1,850 & 0,4)107N/m. Por tltimo, el valor de la media para el paciente 'P6’ fue
de (2,010 £ 0,5)1075N/m para el laser Sy y (1,011 + 0,3)10°N/m para el laser
SH.
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Figura 4.2.2: Como se puede observar en las Figuras 4.2.2a y 4.2.2b, se presentan
los valores de tensién obtenidos para los distintos pacientes que conforman el
grupo ’Sano’ utilizando los dos haces de laser con diferentes polarizaciones.

El analisis de valores de probabilidad P para las comparaciones entre los pacientes
'P1” y 'P4’ en relacion al laser Sy mostré un valor alto de P = 0,6947, lo que
implica que no hay una diferencia significativa entre los pacientes. Asimismo, la
comparacion entre los pacientes 'P4’" y 'P6’ arroj6é un valor alto de P = 0,1621, lo
que sugiere que no hay una diferencia significativa entre los pacientes. Por otro
lado, la comparacion entre los pacientes 'P1’ y "P6’ revel6 un valor de P = 0,0268%,

indicando que hay una pequena diferencia entre los pacientes.

Por otro lado, el analisis de valores de probabilidad P para las comparaciones entre
los pacientes 'P1’ y "P4’ en relacion al laser Sy mostré un valor alto de P = 0,9971.
De la misma manera, la comparacion entre los pacientes 'P4’ y 'P6” arroj6 un valor
alto de P = 1828. Finalmente, la comparacion entre los pacientes 'P1’ y 'P6’ revel6
un valor alto de P = 0,2391. Los valores de probabilidad indicados anteriormente

reflejan que no existe ninguna diferencia significativa entre los valores de tension
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de los pacientes.

4.2.1.3. Flexion

Los valores de la media para el paciente 'P1’ medidos por el laser Sy y Sy fueron
de (1,14540,2)1071J y (1,48740,4)107J respectivamente. Para el paciente "P4’,
los valores de la media para ambos haces de laser fueron de (1,432 +0,3)10719J y
(0,687 £ 0,1)107'9J. Por tltimo, el valor de la media para el paciente 'P6’ fue de
(0,856 £ 0,2)10719J para el laser Sy y (1,239 £ 0,2)10719J para el laser Sg.
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(a) Flexion medida con laser vertical (b) Flexion medida con laser horizontal

Figura 4.2.3: Como se puede observar en las Figuras 4.2.3a y 4.2.3b, se presentan
los valores de flexion obtenidos para los distintos pacientes que conforman el grupo
"Sano’ utilizando los dos haces de laser con diferentes polarizaciones.

El analisis de valores de probabilidad P para las comparaciones entre los pacientes
'P1’ y 'P4’ en relacion al laser Sy mostroé un valor alto de P = 0,7181. Asimismo,
la comparacion entre los pacientes 'P4’ y 'P6’ arroj6é un valor alto de P = 0,7285.
Ademés, la comparacion entre los pacientes 'P17 y 'P6’ revel6 un valor alto de
P = 0,2468. Los valores de probabilidad indicados anteriormente reflejan que no

existe ninguna diferencia significativa entre los valores de flexion de los pacientes.

Por otro lado, el analisis de valores de probabilidad P para las comparaciones entre
los pacientes 'P1’ y 'P4’ en relacion al laser Sy mostré un valor alto de P = 0,1254.
De la misma manera, la comparacién entre los pacientes 'P4’ y "P6” arroj6 un valor
alto de P = 8098. Finalmente, la comparacion entre los pacientes 'P1’ y "P6’ revelo
un valor alto de P = 0,3348. Los valores de probabilidad indicados anteriormente
reflejan que no existe ninguna diferencia significativa entre los valores de flexion

de los pacientes.



32 4.2. Resultados de parametros entre pacientes con la misma condicion

4.2.2. Pacientes con diabetes gestacional

En esta subseccion, se presentaran los gréficos y resultados detallados para los
diferentes pacientes que conforman el grupo de estudio ’Diabético Gestacional’.
Cada grafico correspondera al anéalisis de los parametros de cada paciente dentro
de este grupo, lo que nos permitira observar las variaciones en los parametros
microreolégicos entre ellos. Este analisis de los resultados nos permitira identificar
cualquier patréon interesante o tendencia comin dentro del grupo 'Diabético

Gestacional’.

Al igual que en el anélisis de los pacientes del grupo ’Sano’, este estudio
de los pacientes con diabetes gestacional es importante para comprender las
caracteristicas microreologicas especificas asociadas con esta condicion médica.
La comparacion entre los resultados obtenidos en el grupo ’Sano’ y 'Diabético
Gestacional’ nos permitira identificar cualquier diferencia entre estas dos patologias

y establecer posibles relaciones entre ellas.

El analisis del grupo 'Diabético Gestacional’ también puede revelar posibles
subgrupos con caracteristicas microreologicas especificas y en conjunto con el
analisis del grupo ’Sano’ nos entregara una vision méas amplia de los parametros

microreolégicos en el contexto de la diabetes gestacional.

4.2.2.1. Amplitud

Los valores de la media para el paciente 'P2” medidos por el laser Sy y Sy fueron
de 11,56 + 0,9 nm y 18,21 + 1 nm respectivamente. Para el paciente 'P3’, los
valores de la media para ambos haces de laser fueron de 18,02+ 1 nm y 22,49 + 1
nm. De la misma manera, los valores medidos para el paciente 'P5’ por ambos
haces fueron de 13,78 =2 nm y 19,38 & 1 nm. Por ultimo, el valor de la media
para el paciente 'P7’ fue de 10,55 + 1 nm para el laser Sy y 16,83 + 1 nm para el

laser Sg.

El analisis de valores de probabilidad P para las comparaciones entre los pacientes
P2’ y 'P3’ en relacion al laser Sy mostré un valor de P = 0,0015. Sin embargo, la
comparacion entre los pacientes 'P2’ y 'P5’ arrojoé un valor alto de P = 0,7359.
Asimismo, la comparaciéon entre los pacientes 'P2’ y 'P7’ revel6 un valor alto de
P = 0,9651. Ademas, la comparacion entre los pacientes 'P3” y 'P5’ revel6 un

valor alto de P = 0,2160. Por el contrario, la comparaciéon entre los pacientes
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Figura 4.2.4: Como se puede observar en las Figuras 4.2.4a y 4.2.4b, se presentan
los valores de amplitud obtenidos para los distintos pacientes que conforman el
grupo 'Diabético Gestacional’ utilizando los dos haces de laser con diferentes
polarizaciones.

'P3” y 'P7” revel6 un valor de P = 0,0039. Por tltimo, la comparacion entre
los pacientes 'P5’ y 'P7’ revel6 un valor alto de P = 0,5785. Los valores de
probabilidad indican que existe una diferencia entre el paciente 'P3’ y los pacientes
'P2" v 'PT’, excluyendo estos valores, el resto de valores de probabilidad arrojo

una diferencia no significativa entre el resto de pacientes del grupo.

Por otro lado, el analisis de valores de probabilidad P para las comparaciones entre
los pacientes P2’ y 'P3’ en relacién al laser Sy mostré un valor de P = 0,0467.
Sin embargo, la comparacion entre los pacientes P2’ y 'P5’ arrojé un valor alto
de P = 0,9414. Asimismo, la comparacion entre los pacientes ‘P2’ y "P7’ reveld
un valor alto de P = 0,9084. Ademas, la comparacion entre los pacientes 'P3’
y 'P5" revel6 un valor alto de P = 0,4396. De igual manera, la comparacion
entre los pacientes 'P3” y 'P7’ revel6 un valor alto de P = 0,0355. Finalmente, la
comparacion entre los pacientes 'P5 y 'P7’ revel6 un valor alto de P = 0,7193. Los
valores de probabilidad solo arrojan una pequena diferencia entre los pacientes 'P2’
y 'P3’, por el contrario, el resto de valores de probabilidad indican una diferencia

no significativa entre el resto de pacientes

4.2.2.2. Tensién

Los valores de la media para el paciente 'P2’ medidos por el laser Sy y Sy

fueron de (3,332 +0,3)107°N/m y (1,769 & 0,2)10~°N/m respectivamente. Para
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el paciente 'P3’; los valores de la media para ambos haces de laser fueron de
(4,419 4+ 0,6)107N/m y (3,268 £ 0,3)10"5N/m. De la misma manera, los valores
medidos para el paciente 'P5’ por ambos haces fueron de (5,135 4 0,9)10°N/m y
(3,146 + 0,5)10"5N/m. Por tltimo, el valor de la media para el paciente 'P7’ fue
de (3,810 + 0,9)107°N/m para el laser Sy y (2,212 £ 0,4)10"°N/m para el laser
Sy

Tensiéon Sy Tensién Sy

1.5x10%y ———= " 1.5%10-5
— 1%x1053 %108 Ta . .
£ ] E
Z ] Z
© 5x10+¢] ©sx104 )

0 : T T T -|" 0 Jx /

P2 P3 P5 P7 P2 P3 P5 P7
(a) Tension medida con laser vertical ~ (b) Tensiéon medida con laser horizontal

Figura 4.2.5: Como se puede observar en las Figuras 4.2.5a y 4.2.5b, se presentan
los valores de tensioén obtenidos para los distintos pacientes que conforman el
grupo 'Diabético Gestacional’ utilizando los dos haces de laser con diferentes
polarizaciones.

El analisis de valores de probabilidad P para las comparaciones entre los pacientes
'P2’ y 'P3’ en relacion al laser Sy mostré un valor alto de P = 0,4031. Asimismo,
la comparacion entre los pacientes 'P2’ y 'P5” arrojé un valor alto de P = 0,1811.
De igual manera, la comparacion entre los pacientes 'P2’ y '"P7’ revel6 un valor alto
de P = 0,9492. Ademas, la comparacion entre los pacientes 'P3’ y 'P5’ revel6 un
valor alto de P = 0,8493. También, la comparacion entre los pacientes 'P3’ y "'P7’
revel6 un valor alto de P = 0,9006. Por tltimo, la comparacion entre los pacientes
'P5” v 'P7’ revel6 un valor alto de P = 0,5809. Estos valores de probabilidad

indican que no existe diferencia significativa entre los pacientes del grupo.

Por otro lado, el analisis de valores de probabilidad P para las comparaciones entre
los pacientes 'P2” y 'P3’ en relacion al laser Sy mostré un valor de P = 0,0032.
Sin embargo, la comparacién entre los pacientes 'P2’ y 'P5” arroj6é un valor alto
de P = 0,0516. Asimismo, la comparaciéon entre los pacientes 'P2’ y 'P7’ revelo
un valor alto de P = 0,8314. De igual manera, la comparacién entre los pacientes

'P3” y 'P5’ revel6 un valor alto de P = 0,9956. Ademés, la comparaciéon entre
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los pacientes 'P3’ y 'P7’ revel6 un valor alto de P = 0,1817. Finalmente, la
comparacion entre los pacientes 'P5" y 'P7’ revel6 un valor alto de P = 0,4221.
Los valores de probabilidad indican que existe una diferencia entre los pacientes
P2y 'P3’, por otra parte, los valores indican que no existe diferencia significativa

entre los pacientes del grupo.

4.2.2.3. Flexion

Los valores de la media para el paciente P2’ medidos por el laser Sy, y Sy fueron
de (1,48840,3)1071.J y (0,92140,2)107J respectivamente. Para el paciente 'P3’,
los valores de la media para ambos haces de laser fueron de (2,224 +0,3)107YJ y
(1,585 4 0,2)107J. De la misma manera, los valores medidos para el paciente
'P5’ por ambos haces fueron de (9,129 +3)10719 y (4,224 +1)107'%J. Por tltimo,
el valor de la media para el paciente "P7’ fue de (5,958 4+ 2)1071J para el laser
Sy vy (5,745 4 2)1071%J para el laser Sy.
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Figura 4.2.6: Como se puede observar en las Figuras 4.2.6a y 4.2.6b, se presentan
los valores de flexién obtenidos para los distintos pacientes que conforman el
grupo 'Diabético Gestacional’ utilizando los dos haces de laser con diferentes
polarizaciones.

El analisis de valores de probabilidad P para las comparaciones entre los pacientes
'P2” y 'P3’ en relacion al laser Sy mostrd un valor alto de P = 0,9067. Sin embargo,
la comparacion entre los pacientes 'P2’ y 'P5” arroj6é un valor bajo de P < 0,0001.
Asimismo, la comparacion entre los pacientes 'P2’ y 'P7’ revelé un valor de
P =0,0285. Ademas, la comparacion entre los pacientes 'P3” y "P5’ revel6 un valor
bajo de P < 0,0001. Por otro lado, la comparaciéon entre los pacientes 'P3’ y 'P7’

revel6 un valor alto de P = 0,0959. Por tltimo, la comparacion entre los pacientes
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'P5" y "P7’ reveld un valor alto de P = 0,3378. Los valores de probabilidad indican
una diferencia significativa entre los pacientes 'P2’ y 'P5" ademés de los pacientes
'P3" y 'P5’, también arrojoé una diferencia entre los pacientes 'P2’ y 'P5’, y por

el contrario, no existe una diferencia significativa entre el resto de pacientes del

grupo.

Por otro lado, el analisis de valores de probabilidad P para las comparaciones
entre los pacientes 'P2’ y 'P3’ en relacion al laser Sy mostré un valor alto de
P =0,8079. Sin embargo, la comparaciéon entre los pacientes ‘P2’ y 'P5" arrojo
un valor de P = 0,0108. Asimismo, la comparacion entre los pacientes 'P2’ y 'P7’
revel6 un valor bajo de P0,0001. Por otro lado, la comparaciéon entre los pacientes
'P3’ y 'P5’ revel6 un valor de P = 0,0565. Ademés, la comparaciéon entre los
pacientes 'P3” y 'P7’ revel6 un valor de P = 0,0010. Finalmente, la comparacion
entre los pacientes 'P5’ y "P7’ revel6 un valor alto de P = 0,6390. Los valores de
probabilidad indican que existe una diferencia significativa entre los pacientes 'P2’
y 'P7’, también existe una diferencia entre los pacientes 'P2’ y 'P5" ademés de
los pacientes 'P3’ y 'P7’, por el contrario, el resto de pacientes no presentan una

diferencia significativa entre ellos.

4.3. Resultados de grupos diabético gestacional

con distintas condiciones

Dada la similitud entre los parametros microreologicos de los pacientes sanos y la
diferencia observada entre los pacientes 'P2’ y "P3’ con respecto a los pacientes 'P5’
y 'P7’, se ha realizado un anélisis comparativo entre los pacientes del grupo "Sano’
y los grupos 'DG1’ conformado por los pacientes ‘P2’ y 'P3’ y 'DG2’ conformado
por los pacientes 'P5’ y 'P7’. El objetivo de este analisis es explorar las diferencias
y similitudes microreolégicas entre los grupos diabético gestacional con distintas

condiciones.

En esta subseccion, se presentaran los graficos y analisis correspondientes a cada
grupo mencionado. Se compararan los parametros microreologicos de los pacientes
’Sano’ con los pacientes de los grupos 'DG1’ y 'DG2’, lo que nos permitira identificar
posibles variaciones significativas en las propiedades mecanicas de los glébulos rojos
entre estos grupos diabético gestacional. Ademés, el analisis comparativo entre

estos grupos diabético gestacional nos permitira evaluar si existen caracteristicas
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microreologicas particulares asociadas a ciertos subgrupos dentro de la condicion

de diabetes gestacional.

4.3.1. Amplitud

Los valores de la media para el grupo ’Sano’ reportados anteriormente para el laser
Sy v Sy fueron de 11,04 1 nm y 16,40 + 1 nm respectivamente. Para el grupo
'DG 1, los valores de la media para ambos haces de laser fueron de 15,79 £ 1 nm
y 20,33 + 0,9 nm. Por tltimo, el valor de la media para el grupo 'DG 2’ fue de
14,21 £ 1 nm para el laser Sy y 18,11 + 1 nm para el laser Sg.

Amplitud Sy Amplitud Sy
60 60;
E 40 T 40/
= =
2 2
3 3
: :
<20 20/
! 0 . . .
sano DG1 DG2 Sano DG1 DG2

(a) Amplitud medida por laser vertical (b) Amplitud medida por laser horizontal

Figura 4.3.1: Como se puede observar en las Figuras 4.3.1a y 4.3.1b, se presentan
los valores de amplitud obtenidos para ambos laser del estudio para los nuevos
grupos analizados.

El anélisis de valores de probabilidad P para las comparaciones entre el grupo
'Sano’ y el grupo 'DG 1’ en relacion al laser Sy mostré un valor de P = 0,0426, lo
que implica que hay una diferencia entre los grupos. Sin embargo, la comparacion
entre el grupo ’Sano’ y el grupo 'DG 2’ arroj6é un valor alto de P = 0,9855, lo
que sugiere que no hay una diferencia significativa entre los grupos. Ademas, la
comparacion entre el grupo 'DG 17 y el grupo 'DG 2’ reveld un valor alto de

P = 10,3177, indicando que no hay una diferencia significativa entre estos grupos.

Por otro lado, el analisis de valores de probabilidad P para las comparaciones
entre el grupo 'Sano’ y el grupo 'DG 17 en relacion al laser Sy mostré un valor de

P = 10,0290, lo que indica que hay una diferencia entre los grupos. Sin embargo,
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la comparacion entre el grupo ’Sano’ y el grupo 'DG 2’ resulté en un valor alto
de P = 0,8344, lo que sugiere que no hay una diferencia significativa entre estos
grupos. Finalmente, la comparacion entre el grupo ‘DG 1’ y el grupo 'DG 2’ arrojo6
un valor alto de P = 0,5866, lo que implica que tampoco hay una diferencia

significativa entre estos grupos.

4.3.2. Tension

Los valores de la media para el grupo ’Sano’ reportados anteriormente para el laser
Sy y Sy fueron de (4,00840,5)107N/m y (1,578 40,2)107°N/m respectivamente.
Para el grupo 'DG 1’, los valores de la media para ambos haces de laser fueron
de (4,185 + 0,4)10°°N/m y (2,944 + 0,3)10"°N/m. Por ultimo, el valor de la
media para el grupo 'DG 2’ fue de (4,472 + 0,6)107N/m para el laser Sy y
(2,829 + 0,4)107°N/m para el laser Sy.

Tensién S, Tensiéon Sy
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(a) Tension medida por laser vertical (b) Tensiéon medida por laser horizontal

Figura 4.3.2: Como se puede observar en las Figuras 4.3.2a y 4.3.2b, se presentan
los valores de tensién obtenidos para ambos léser del estudio para los nuevos
grupos analizados.

El analisis de valores de probabilidad P para las comparaciones entre el grupo
’'Sano’ y el grupo 'DG 17 en relacion al laser Sy mostro un valor alto de P = 0,9984.
Asimismo, la comparacion entre el grupo 'Sano’ y el grupo 'DG 2’ arroj6 un valor
alto de P = 0,9702. Ademés, la comparacion entre el grupo 'DG 1’ y el grupo
'DG 2’ revel6 un valor alto de P = 0,9933. Estos valores de probabilidad indican

que no existe una diferencia significativa entre los grupos.
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Por otro lado, el analisis de valores de probabilidad P para las comparaciones
entre el grupo ’Sano’ y el grupo 'DG 17 en relacion al laser Sy mostré un valor de
P = 0,0027**, lo que indica que hay una diferencia entre los grupos. Asimismo,
la comparacion entre el grupo 'Sano’ y el grupo 'DG 2’ resulté en un valor de
P = 10,0427, lo que sugiere que hay una diferencia entre estos grupos. Finalmente,
la comparacion entre el grupo 'DG 17 y el grupo 'DG 2’ arrojo un valor alto de
P = 10,9985, lo que implica que no hay una diferencia significativa entre estos

grupos.

4.3.3. Flexion

Los valores de la media para el grupo ’Sano’ reportados anteriormente para el laser
Sy y Sy fueron de (1,157 +0,2)1071°J y (1,196 + 0,2)1071°J respectivamente.
Para el grupo 'DG 17, los valores de la media para ambos haces de laser fueron de
(1,841 4£0,2)107 197 y (1,268 +0,1)1071.J. Por ultimo, el valor de la media para el
grupo ‘DG 2’ fue de (7,676 + 2)1071J para el laser Sy y (4,951 4+ 1)10719J para
el laser Sy.

Flexion Sy Flexion Sy
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(a) Flexion medida por laser vertical (b) Flexion medida por laser horizontal

Figura 4.3.3: Como se puede observar en las Figuras 4.3.3a y 4.3.3b, se presentan
los valores de flexion obtenidos para ambos laser del estudio para los nuevos grupos
analizados.

El analisis de valores de probabilidad P para las comparaciones entre el grupo

'Sano’ y el grupo 'DG 1’ en relacién al laser Sy mostré un valor alto de P = 0,9381,
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lo que implica que no hay una diferencia significativa entre los grupos. Sin embargo,
la comparacion entre el grupo ’Sano’ y el grupo 'DG 2’ arroj6é un valor bajo de
P < 000,1, lo que sugiere que hay una diferencia significativa entre los grupos.
Ademés, la comparacion entre el grupo ‘DG 17 y el grupo 'DG 2’ revel6 un valor
bajo de P < 0,0001, indicando que hay una diferencia significativa entre estos

grupos.

Por otro lado, el analisis de valores de probabilidad P para las comparaciones
entre el grupo 'Sano’ y el grupo 'DG 1’ en relaciéon al laser Sy mostré un valor
alto de P > 0,9999, lo que indica que no hay una diferencia significativa entre
los grupos. Sin embargo, la comparacion entre el grupo ’Sano’ y el grupo 'DG
2’ resulté en un valor bajo de P < 0,0001, lo que sugiere que hay una diferencia
significativa entre estos grupos. Finalmente, la comparacion entre el grupo 'DG 1’
y el grupo 'DG 2’ arrojé un valor bajo de P < 0,0001, lo que implica que hay una

diferencia significativa entre estos grupos.
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Capitulo 5
Discusion

El comportamiento que presentaron los globulos rojos fetales es interesante en
varios sentidos. En un comienzo las amplitudes de fluctuaciones muestran algunas
diferencias que se hacen un poco mas evidentes cuando observamos los valores
y graficos 4.1.1a de este para la senal Sy donde se puede llegar a notar una
disminucién en las amplitudes de globulos rojos fetales en comparacion al grupo de
control adulto, disminucién que es mas pequena con respecto a los globulos rojos
fetales de madres con diabetes gestacional. Al observar las amplitudes 4.1.1b de la
senal Sy, si bien los valores de probabilidad no arrojan una diferencia significativa,
se puede observar que la amplitud que disminuye es la proveniente de glébulos
rojos fetal de madres sanas. Con los dos puntos anteriores se puede indicar que la
amplitud de los globulos rojos fetales de madres con diabetes gestacional tienen
un mayor parecido a la amplitud del grupo de control adulto mientras que las
amplitudes de los globulos rojos de madres sanas tiende a disminuir con respecto

a los otros dos grupos.

El primer parametro microreolégico que observamos es el parametro de tension,
los que observando los valores y gréaficos 4.1.2a podemos identificar gracias a
los valores de probabilidad que no existe mayor diferencia entre los grupos de
estudio. De la misma manera, podemos observar el graficos 4.1.2b que gracias a
los valores de probabilidad que existe una diferencia significativa pequena cuando
comparamos estos pardmetros entre los grupos fetales. Tomando estos dos puntos
en consideraciéon nos permite indicar que no existen mayores diferencias de este

parametro para los distintos grupos de estudio, sin embargo es interesante observar
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que el comportamiento de los valores medios entre los grupos se asemeja un poco
a como se comportan los valores medios de los graficos de amplitud de ambas

senales.

El dltimo parametro que podemos observar es el parametro microreologico de
flexion, del cual podemos observar de los valores y grafico 4.1.3a de la senal Sy que
esta vez si existe una diferencia mas notoria entre los distintos grupos de estudio,
y gracias a los valores de probabilidad podemos tener respaldo de estos, sobre todo
al momento de enfocarnos en el grupo de glébulos rojos fetales de madres con
diabetes gestacional el cual presenta un aumento en comparaciéon de los grupos de
control adulto y fetales de madres sanas. Este mismo comportamiento lo podemos
encontrar en los valores de flexion en el grafico 4.1.3b la senal Sy donde existe

una diferencia en el grupo fetal de madres con diabetes gestacional.

El comportamiento de los estos parametros microreolégicos nos lleva a que no
existe mayor diferencia entre sus valores entre los grupos Adulto y el grupo fetal
de madres sanas, sin embargo existe un aumento en el pardmetro del grupo fetal
de madres con diabetes gestacional. Estudios sobre la viscosidad de la sangre
en neonatos [20] concluyeron que existe una disminuciéon en la viscosidad de
la sangre neonatal y con ello un aumento en la deformabilidad de los globulos
rojos neonatales. Debemos recordar que la deformabilidad de los globulos rojos
se ve afectada por tres parametros mecénicos distintos los cuales tienen origenes
distintos entre ellos: Tension, Flexion y Cizalle. Por otro lado, la tanto la técnica
original de espectroscopia TRMFS [7] como la técnica mejorada dual-TRMFS [3]
solo nos dan acceso a los parametros de tension y flexion. Esto nos lleva a que
debido al no cambio de los parametros de tension y flexion del grupo fetal en
comparacion al grupo de control adulto, junto con el aumento de deformabilidad de
los globulos neonatales, deba existir un cambio en el parametro de cizalle presente
variaciones, lo que nos lleva a la red de espectrina del globulo debido a que es
la principal responsable del médulo mecéanica de cizalle. Por ultimo la variacion
del parametro de flexion para el grupo fetal de madres con diabetes gestacional
implica un cambio en la composicion quimica de la bicapa de los glébulos rojos,

debido a que esta es el principal determinante para el moédulo mecanico de flexion.
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5.1. Discusion de resultados de paciente

Ademaés de la primera parte del estudio se analizaron los valores de parametros de

los distintos pacientes que conforman los grupos de estudio fetales.

Comenzando con los pacientes fetales de madres sanas, observando los valores y
grafico 4.2.1a podemos notar cambios en las amplitudes de los distintos pacientes
fetales sanos, a su vez el comportamiento del grafico 4.2.1b nos presenta un
escenario similar de cambios en las amplitudes de los glébulos rojos de los pacientes.
Estas diferencias podrian atribuirse a los diferentes intervalos de tiempo entre
la recoleccion de muestras fetales y las mediciones de fluctuacion de membrana,
esto debido a que no existe referencias ni hitos de mediciones de glébulos rojos
fetales en espectroscopia con la técnica original TRMFS o mejorada Dual-TRMFS.
Estos nos llevo a que las mediciones posteriores se realizaran en lapsus de tiempo
lo minimo posible para no afectar la calidad de las mediciones, lo que se puede
apreciar en el comportamiento de las amplitudes de los pacientes P4 y P6 en
comparacion al paciente P1. Cabe destacar que esto implica una necesidad de
mejorar la logistica de las mediciones, esto debido a que las muestras fetales al ser
extraidas de la placenta de las madres conlleva a que el flujo de muestras no pueda
planearse con anterioridad, haciendo de las llegadas de muestra un problema a la

hora de minimizar las mediciones de fluctuacién de membrana.

Observando los parametros de tension de los pacientes y sus graficos 4.2.2 se
puede notar que no existe mayor diferencia entre los valores de tension entre los
pacientes, salvo la pequena diferencia significativa existente entre los pacientes
P1 y P6 del grafico 4.2.2a para la senal Sy. Lo anterior se puede respaldar con
los valores de probabilidad.Por tltimo, analizando los valores y gréaficos 4.2.3 del
pardmetro de flexion para ambas senales Sy y Sy nos podemos fijar que no existe

diferencia significativa entre los pacientes.

Este comportamiento de los parametros microreoldgicos entre pacientes del grupo
fetal de madres sanas es coherente debido a que mantienen un comportamiento

similar bajo las mismas condiciones.

Comenzando el analisis de los parametros para los pacientes del grupo fetal de
madres con diabetes gestacional, los graficos de amplitud 4.2.4 de los distintos

pacientes para ambas senales Sy y Sy nos presentan solo un cambio significativo
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en las amplitudes del paciente P3. Mientras que el pardmetro de tension muestra en
los graficos 4.2.5 de ambas senales un comportamiento similar entre las tensiones

de los pacientes.

Es en el parametro de flexion donde se pueden observar cambios mas evidentes,
los valores y grafico 4.2.6a nos presentan una variaciéon en el comportamiento de
los pacientes P5 y P7 con respecto a los pacientes P2 y P3. Un comportamiento
similar se puede observar en el grafico 4.2.6b en el comportamiento de los mismos
pacientes. Este comportamiento es coherente considerando que dentro del grupo
fetal de madres con diabetes gestacional, pueden existir distintas afecciones y
patologias distintas sumadas a la diabetes gestacional, como lo vendria siendo la

macrosomia o la obesidad.

5.2. Discusion de resultados de grupos diabético

gestacional distinguidos

Debido a la discusion sobre los parametros microreoldgicos de los pacientes de los
grupos de estudio fetales se decidié crear dos subgrupos a partir del grupo fetal
de madres con diabetes gestacional, denominados DG 1 y DG 2, y compararlos
con el grupo fetal de madres sanas. Comenzando por las amplitudes, podemos
notar en los valores y graficos 4.3.1 para ambas senales Sy y Sy que existe una
pequena diferencia significativa entre los grupos sano y DG 1, ademas de que el
comportamiento en estas dos senales es que el grupo DG 1 tenga un leve aumento

con respecto a los otros dos grupos.

En el parametro de tensiéon podemos observar por un lado que los valores y gréfico
4.3.2a que no existe ningtin cambio significativo entre los grupos, sin embargo,
se puede observar en los valores y gréafico 4.3.2b que existe un leve aumento de
este pardmetro para los grupos DG 1 y DG 2 en comparaciéon al grupo sano. Esto
sigue un comportamiento coherente al analisis que se hizo en un comienzo de los

parametros de tensiéon para los grupos iniciales de estudio.

Por ultimo, el pardmetro de flexion muestra una clara diferencia al observar los
valores y graficos 4.1.3 para ambas senales Sy y Sy, donde el grupo DG 2 se
diferencia significativa con respecto a los grupos sano y DG 1. Cabe notar que

esto nos lleva a simplificar el primer analisis de los parametros de flexién para los
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grupos iniciales debido a que el comportamiento del grupo DG 1 no se diferencia
del grupo sano, esto implica que la diferencia existente en este parametro viene
influenciado por los pacientes que conforman el grupo DG 2. Esto tltimo nos
lleva al anélisis de las condiciones de los pacientes del grupo DG 2, en especifico,
los pacientes de este grupo resultaron en neonatos macrosémicos, condicion que
esta caracterizada por un alto indice de tamano y peso de los neonatos. Debido
a esta separacion de los pacientes del grupo DG, los subgrupos DG 1 y DG 2
estdn conformados por una cantidad demasiado pequena de pacientes y globulos
rojos medidos, debido a esto el analisis de estos subgrupos se hacen demasiado
pequenas para concluir, sin embargo despierta un evidente cuestionamiento sobre
otras condiciones relacionadas con la diabetes gestacional como lo es el caso de la

macrosomia.
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Capitulo 6
Conclusion

En este estudio se investigd la microreologia de glébulos rojos fetales y de adultos,
centrandonos en los pardmetros de tension y flexion. Los resultados revelaron que
no hubo cambios significativos en estos parametros entre los globulos rojos fetales
y adultos, lo que sugiere que la deformacion de los globulos rojos fetales no se

originé en estos parametros microreolégicos.

La prevalencia de diabetes gestacional en el embarazo destaca la importancia de
examinar su efecto sobre los fetos. Se observo que la condiciéon de macrosomia,
ligada a la diabetes gestacional, tuvo un gran impacto en el parametro
microreologico de flexion de los globulos rojos. Por tanto, es esencial ampliar la
investigacion sobre el impacto de la macrosomia y otras condiciones relacionadas

con la diabetes gestacional en estos pardmetros.

Todas las mediciones se realizaron en soluciones de PBS en condiciones uniformes.
Estos resultados sugieren la necesidad de estudios adicionales sobre la importancia
del medio en el que se encuentran los globulos rojos, incluida la posibilidad de

que puedan recuperar sus caracteristicas al ser trasladados entre distintos medios.

Finalmente, el descubrimiento de diferencias claras en neonatos nacidos con
macrosomia proporciona una comprension mas profunda de esta condicién y su
relacion con el funcionamiento de la membrana celular, que se ve claramente

alterado.
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