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Annex 1. Documentacio acreditativa del procediment
d’experimentacié animal.

Departament d’Agricultura, Ramaderia i Pesca de
la Generalitat de Catalunya.

Comité Etic d’Experimentacié Animal (CEEA) de la
Universitat de Barcelona.
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Annex 2: El reometre.
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Que es un reometre?

La paraula redbmetre prové del grec i significa “aparell per a mesurar el flux”.
Es un instrument usat per mesurar la manera com un liquid, suspensié o
composicié aquosa flueix quan se li apliquen una série de forces externes.
S'utilitza per a estudiar els fluids que no poden ser definits amb un unic i
estable valor de viscositat i, per tant, necessiten més parametres per ser
caracteritzats i avaluats. Aquests aparells mesuren la reologia del fluid.

Per altra banda, un viscometre (denominat també viscosimetre), és un
instrument que mesurar la viscositat d’'un fluid. No obstant, és impossible
utilitzar-los amb precisi6 en la determinaci6 de la viscositat dels fluids
no-newtonians. Aix0 és un inconvenient ja que la majoria de liquids
interessants, des de un punt de vista bioldgic, tendeixen a comportar-se com
a fluids no-newtonians. Per tant, en aquest treball utilitzarem el reometre per
mesurar la viscositat dels fluids ja que aquesta viscositat estara sotmesa a

diferents condicions de flux.

Fou Isaac Newton qui primer suggeri una férmula per mesurar la viscositat
dels fluids i qui postula que aquesta for¢a corresponia al producte de l'area
superficial del liquid pel gradient de velocitat. El 1884, Poiseuille va millorar la

tecnica estudiant el moviment de liquids en tubs.

Funcionament del viscosimetre rotacional tipus Con-Placa (Brookfield

Engineering Laboratories) usat en el laboratori.

Els viscosimetres de rotacio es basen en la idea que la forgca requerida per a
rotar un objecte immers en un fluid i a una velocitat coneguda, pot indicar la
viscositat d’aquest fluid. Els viscosimetres de rotaci6 més comuns i més
ampliament usats son els de tipus Brookfield

(www.brookfieldengineering.com).

El funcionament del viscosimetre rotacional tipus Con-Placa, consisteix en la

rotacié d’'un con pla sobre una superficie plana (placa) a diferents gradients
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de velocitat (shear-rate). Aquest aparell, connectat a un bany termostatat que
permet reproduir la temperatura en la qual es troba el fluid en condicions in
vivo, esta format per un eix vertical del qual queda suspés el con (Vegi’s Fig.
20 i 21). Una petita mostra del fluid se situa en el receptacle entre el con i la
placa (Vegi’'s Fig. 22), la qual ofereix una resisténcia a la rotacié del con i
desenvolupa un valor de torque (parell de torsid) condicionat per la tensio
tangencial (shear-stress) en el fluid. Coneixent les constants geométriques
del con i observant la taxa de rotaci6 i el parell de torsio, es poden determinar
la tensi6é tangencial i el gradient de velocitat del liquid de forma separada.
Canviant el nombre de revolucions per minut i, per tant, el gradient de
velocitat, poden obtenir-se una serie de valors de tensié tangencial.
Representant aquests valors obtinguts un enfront de [laltre, les
caracteristiques reologiques del fluid poden definir-se directament en un
diagrama denominat “‘reograma” en termes de shear-stress i shear-rate.
Altres models de reogrames poden representar els valors de viscositat
(shear-stress/shear-rate) enfront de shear-stress o de shear-rate. Les
diferents categories de classificaci6 de la \viscositat de fluids

no-newtonians, es basen en la representacio de la relacié entre la viscositat i

el gradient de velocitat.

Fig. 20. Redmetre amb bany termostatat Fig. 21. Redmetre rotacional
programat a una temperatura de 38°C, tipus Con-Placa.
temperatura corporal dels animals experimentals.
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Fig. 22. Receptacle per a la mostra de fluid a analitzar.

Ja d'una forma més especifica, el model de redmetre utilitzat en el nostre
laboratori és un Brookfield DV-IllI+ programable adaptat a fluids bioldgics de
baixa viscositat i amb un valor maxim de 673 dines-cm de parell de torsi6 al
ressort. Aquest aparell és capag¢ de mesurar diferents parametres reologics
dels fluids, tal com la tensié tangencial i viscositat, quan apliquem diferents
gradients de velocitat. El principi operatiu del DV-III+ consisteix en la friccid
viscosa del fluid contra el con, la qual és mesurada per la deflacié del ressort.
La deflaci6 del ressort, a la vegada, és mesurada per un transductor
rotacional. El rang de mesura del DV-IlI+ (en centipoises) és determinat per la
velocitat rotacional del con, la talla i mida d’aquest, el receptacle en el qual el

con gira, i 'escala del parell de torsio del ressort calibrat.
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Totes les unitats de cadascun dels parametres obtinguts del viscosimetre sén

les seguents:

Parametre CGS Sl
Viscositat cP mPa-s
Shear-Stress Dines/cm? N/m?
Shear-Rate 1/sec 1/sec
Torque Dines-cm (%) N-m (%)

Les unitats equivalents de mesura en el Sl estan calculades usant les

seguents conversions:

Viscositat: 1 mPa-s (Sl) = 1 cP (CGS)
Shear-Stress: 1 Newton/m? (SI) = 10 dines/cm? (CGS)
Torque. 1 N'm (SI) = 10" dines-cm (CGS)

En aquest estudi, totes les referéncies estaran donades en unitats CGS.

Rheocalc software:

El programa Rheocalc de Brookfield Engineering (Vegi's Fig. 23 i 24), ens
permet automatitzar I'analisi de la mostra amb una maxima precisié. Es un
programa que ens dona l'opcido de dirigir i controlar el redmetre des de
'ordinador. Els gradients de velocitat utilitzats per mesurar de la viscositat
sanguinia foren (en r.p.m): 0’3, 0’6, 1’5, 3, 6, 12, 30, 60. Per a la viscositat del
plasma, al tractar-se d’'un liquid newtonia, sotmetérem la mostra a un unic

gradient de velocitat: 60 r.p.m.
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«: Rheocalc ¥2.5: Rheometer #1

Qashbnardl Spindles

Program }Mamﬁﬂl

# Cmd |Parameter
<=
1 WTI 1 1 Insert
2 S55H |60,00
3 WTI 1:30 ==
4 DSP =D
5 D5SD &f
c Clear
Program: C:\Mis documentos'Plasma.RCP|
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]
]
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a
i
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Wait for Temperature
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¥Wait for Data Points
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511 |
o 00| 19:43:28)
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Instrument Status
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Rheometer Hame |Rheometer #1 ﬂ

Torgue Alarms

Low 0 - Enable
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Measurement| J
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[
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& nwout | 7 wp | . e |

Fig. 23 i 24. Pantalles de comandament del software Rheocalc.
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Annex 3: Model de Casson.
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Model de Casson

La representacié grafica de I'equaciéo de Casson de les mostres de sang
obtingudes, és un model que ens permetra visualitzar i contrastar el
comportament reoldgic d’aquestes com una recta, i per tant, d'una manera
més comoda (Casson, 1957; Casson 1959) (Vegi’s Fig. 25). Aquest tipus de
grafic presenta la relacié entre les arrels quadrades de la tensié tangencial

T'I/Z 12

i del gradient de velocitat y " amb I'objectiu de comparar els valors
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obtinguts d’acord amb I'equaci6 de Casson (T"% =1."?- y"2 + 1,"?) (Merrill et

al.,, 1963; Schmid-Schoenbein et al.,, 1969; Jain, 1988). Aquesta

representacié ens permetra identificar el pendent (1, viscositat de Casson

en cP) i la tensio tangencial critica o llindar de fluidesa (To, dines/cm?). El

llindar de fluidesa suposa I'esforg tedric necessari perqué la mostra comenci
a fluir i s’extrapolara del tram recte. Malgrat que en el nostre estudi sera un
concepte teodric ja que la sang in vivo flueix de forma permanent, aquest
model ens permetra una comparacid més facil entre les quatre condicions
experimentals (Scott Blair, 1966). Un exemple on s’aprecia clarament aquest
criteri, son els dispensadors de ketchup que trobem en molts restaurants de
menjar rapid. En aquest cas, el que es mesura és el treball que hauriem
d’emprar per fer moure el ketchup al llarg de tota la columna fins que sortis

per l'orifici dosificador.

Aquesta representacié grafica de 'Equaciéo de Casson és una de les més
utilitzades d’entre tots els possibles métodes de representacid del
comportament reologic d’'un fluid. Ofereix una representaci6 matematica

reologica mitjangcant una linia recta i, per tant, molt més facil d’interpretar i

comparar que els reogrames de T enfront y' (on el llindar de fluidesa és
complicat de trobar), 1] enfront y' (la viscositat surt de la grafica vers l'infinit a

un gradient de velocitat 0) o 1 enfront T (I'extrapolacioé del llindar de fluidesa

a un valor de viscositat reciproc de zero és irreal i carent de significacid
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fisiologica, donat que la sang mai deixa de fluir en condicions normals)
(Merrill et al., 1963). Tot i el seu freqlent Us en aplicacions industrials, en els
fluids biologics la relacié deixa de ser lineal a valors molt baixos de gradient

de velocitat i la corba passa per I'origen de coordenades.

Aquest model matematic també permet calcular el coeficient de correlacio (r)
entre les dues variables, com en qualsevol altra relacié lineal. Aixi doncs,

podem obtenir-lo per cada una de les rectes de Casson.

Resultats:

L’interés que ofereix aplicar aquest model en el nostre estudi, malgrat que la

sang a valors molt baixos de gradient de velocitat no s’hi ajusta, és el calcul
de N. i T, per tal de contrastar el comportament hemoreologic entre els

quatres grups experimentals. El qué és important en aquesta grafica, és el fet
d’identificar el teoric llindar de fluidesa per a cada una de les quatre rectes
obtingudes. El llindar de fluidesa indica el punt en el qual cada recta talla amb
I'eix d’ordenades (tensio tangencial). Quan el tall es produeix en un valor alt
d’aquest eix, més dificil sera posar en moviment el fluid en repds. Com ja

hem comentat anteriorment, en el nostre estudi sera un concepte teoric.

Tal com s’observa a la Fig. 25, apreciem només diferencies significatives

(p>0,01) quan els grups H s6n comparats amb la resta a un alt gradient de
velocitat (y" = 225s™"). A gradients baixos de velocitat, tot i que la recta

corresponent a aquest grup H també es presenta separada de les altres, no
es mostren diferéncies significatives. Pel que fa al grup P20, a baixos
gradients de velocitat, presenta un comportament més aviat similar al grup H
mentre que, a alts gradients, presenta més similituds amb els grups C i P40.
Per tant, podem deduir que, a elevats gradients de velocitat, la deformabilitat
eritrocitaria en aquests animals fa que la sang es comporti d'una manera
similar al grup C i al grup P40. Aquest fenomen es pot justificar donat que els

eritrocits meés envellits i menys deformables son retinguts al sistema llacunar
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del parenquima de la melsa i d’aquesta manera desapareixen rapidament del

torrent sanguini.

Pel que fa als resultats obtinguts en N, To ir (Vegi's requadre Fig. 25) no
observem diferéncies significatives quan els quatre grups son comparats
entre si (tot i que una lleu tendéncia a I'alga és observada en el valors I del

grup H). Es destacable I'alt nivell de correlacié en les equacions del model

Casson.
Casson viscosity equations
5
A C
O H
o P20
4 4 v P40
—
£
< 3
w
w
o
®
@
()]
e
0, | X
— Regression data
Group N, 1, r
C 0.49 0.07 0.95
H 0.51 0.02 0.95
P20 0.47 0.03 0.95
1 P40 0.48 0.05 0.94
0 5 10 15 20 25

[ Shear rate (s)]"?

Fig. 25. Representacié de les rectes de Casson.
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