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METODA DE STUDIU PENTRU REZISTENTA OSMOTICA
A MEMBRANEI ERITROCITARE

M. Olariu, 1. Nicolaescu, 1. Oprisor, M. Rocsin

Cercetiri efectuate in ultimii zece ani (1, 2, 5, 8, 9, 12,, 13} au aratat
cd metoda imprastierii luminii (4) prezintd o serie de aplicatii legate de
studiul unor celule vii aflate in suspensie intr-un mediu apos. In lucra-
rea de fatd am incercat si extindem aceasti metoda la studiul suspensii-
lor eritrocitare, urmirind si tragem anumite concluzii legate de transpor-
tul apei la nivelul membranei eritrocitare si si punem in evidenti efec-
tul unor factori chimici asupra vitezei de transport al apei. Mai precis,
am urmadrit si punem la punct o metoda rapida care si permitd studiul
rezistentei osmotice a membranei eritrocitare si modificarea ei sub ac-
tiunea unor medicamente, metodd care sid permiti nu numai observarea
momentului in care apare hemoliza, ci si evaluarea cantitativi a ,,vitezei
de hemoliza“,

Principiul metodei gi tehnica folositd

Din teoria fenomenului de imprastiere a luminii pe microorganisme
vii (5, 6, 14, 15) rezultd ca intensitatea semnalului masurat la un anumit
unghi de observatie, convenabil ales (7), creste odatd cu numairul de ce-
lule din unitatea de volum, cu dimensiunea celulelor si cu indicele de re-
fractie al membranei celulare determinat de structura ei biochimica. Daca
mediul de suspensie a eritrocitelor este o solutie hipotons, inregistrind
variatia in timp a intensitatii difuzate obtinem o curbi care descrie sci-
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derea in timp a numarului de eritrocite rimase nehemolizate. Intensita-
tea semnalului la un moment dat ne indica proportia de celule nehemo-
lizate iar panta curbei mésoard un parametru pe care l-am putea numi
»Vitezd de hemolizd“, parametru care variaza direct proportional cu viteza
de transport a apei din exteriorul celulei in interiorul ei. Efectul facto-
rilor chimici care modificd viteza de transport a apei este pus in evi-
denta prin faptul ca se schimba valoarea pantei la curba inregistrati, com-
parativ cu inregistrarea facutd pentru o proba martor. O valoare a pan-
tei mai mare decit cea mésurata pentru proba martor ne indica faptul ci
substanta analizatd are un efect hemolitic. Cind panta este mai mica, com-
parativ cu martorul, inseamnd cd avem o substanti cu efect stabilizant.
Reprezentind grafic viteza de hemolizd in functie de concentratia sub-
stantei analizate se obtine o curbad care di o imagine cantitativd a efec-
tului pe care substanta respectivd il are asupra rezistentei osmotice a
membranei eritrocitare.

-—— Instalatia de impristiere utilizatd a fost construiti dupa modelul
Wippler-Scheibling (3, 11), adaptatd fiind pentru utilizarea laserului ca
sursd de lumina, partea de amplificare si inregistrare a semnalului fiind
luatd de la o instalatie de difuzie construitd la Institutul de fizicd Bucu-
resti. Am utilizat un laser He-Ne, model LG-150.1 de fabricatie LF.A.
Bucuresti. Pentru observat$ii am fixat unghiul de imprastiere la 60°. Am
utilizat eritrocite umane, spilate in ser fiziologic, suspensia fiind facuta
intr-o solutie de NaCl hipotoni. Concentratia clorurii de sodiu se alege
astfel incit procesul de hemolizd inregistrat si decurgd intr-un interval
de timp potrivit fatd de viteza hirtiei la inregistrator (2—4 minute de la
momentul introducerii eritrocitelor). In probele care contineau substanta
al cidrui efect era urmairit, ca si in proba martor, se realizeazd intotdea-
una aceeasi concentratie de NaCl (0,45—0,50 %), la stabilirea ei contri-
buind intr-o oarecare maisura si calitatea (natura) singelui, precum si con-
centratia de eritrocite realizata in suspensie.

Rezultate gi discutii

Pentru intelegerea modului de efectuare a determinirilor, ca si pen-
tru punerea in evidenti a sensibiliti{ii metodei, in fig. nr. 1, prezentam
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Fig. nr. 1: Curbe de difuzie inregistrate la concentratii diferite de clorurd de sodiu
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citeva din inregistrarile obtinute pentru suspensii eritrocitare realizate
la diferite concentratii de NaCl. Se observid foarte usor cum pe mdisurd
ce creste concentratia in NaCl, panta curbei scade foarte mult, desi intre
probele respective diferenta de concentratie era de numai 0,009 %. Ma-
surind panta pentru fiecare curbd in parte (la 1,5 minute) putem stabili
modul de variatie a vitezei de hemolizd in functie de concentratia clo-
rurii de sodiu. Pentru domeniul de concentratii abordat in experienta de
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Fig, mr. 2: Variatia re- Fig. nr. 3: Scaderea vi- Fig. nr. 4: Cresterea vi-
zistenfet  osmotice a tezei de hemolizi in tezei de hemolizd in
membranei eritrocitare functie de concentratie. functie de concentratie.

in functie de concentra-
tia clorurii de sodiu.

fata, aceastd functie este redata in fig. nr. 2. In ordonati am reprezentat
panta curbelor inregistrate, pe care am numit-o vitezi ,relativd“ de he-
molizd, deoarece ea nu este o mirime absolutd ci rezulti din conditiile
tehnice de inregistrare.

Pentru a studia efectul unui medicament asupra vitezei de hemoliza
se utilizeazd ca martor o inregistrare de felul celor prezentate in fig. nr.
1. Efectul medicamentului rezultd din compararea acestei curbe cu cea
obtinutid in conditii identice pentru proba care contine in plus medica-
mentul studiat. O panti mai mare decit cea obtinuti pentru proba mar-
tor indicd un efect hemolizant, iar o pantd mai micd, un efect stabilizant.
Pe baza inregistririlor efectuate la concentratii diferite se poate trasa o
curba care descrie modul de variatie a vitezei de hemoliza in functie de
concentratia substantei analizate. Ca exemple, in figurile 3 si 4 redim
rezultatele obtinute pentru o substantd cu un puternic efect stabilizant
51 respectiv pentru una cu actiune hemolitica.

Concluzii

Din experientele efectuate rezultd cd fa{ad de procedeele curente de
evaluare a rezistentei osmotice a membranei eritrocitare, metoda permite
evaluarea cantitativd a procesului de hemoliza prin intermediul unui pa-
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rametru nou, care descrie evolutia in timp a procesului de hemoliza: vi-
teza de hemoliza. Utilizind acest parametru avem posibilitatea evaluirii
comode a naturii, precum §i a2 marimii efectului pe care diferite medica-
mente ‘il au asupra procesului de hemolizd. Fatd de procedeele clasice,
metoda prezintd importanta in special in cazurile de evaluare cantitativa
a efectelor de stabilizare. Durata foarte scurtd a determinirilor consti-
tuie de asemenea un avantaj al metodei. Sensibilitatea metodei, este re-
lativ mare, dar pentru substantele medicamentoase care se fixeazi mai
greu pe membrani se impune (asa cum am procedat pentru alte substante
decit cele prezentate in lucrare) efectuarea inregistrarilor dupa ce eritro-
citele au stat un interval anumit de timp intr-o solutie de ser fiziologic
care contine substanta de studiat.

Dezavantajul metodei consti, pe de o parte in faptul ci pentru fie-
care experienta trebuie potrivitd corespunzitor concentratia clorurii de
sodiu in solutia hipotona, iar pe de alti parte, cad tehnica utilizatid este
relativ complicata si costisitoare.

Sosit la redactie: 3 aprilie 1978.
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M. Olariu, 1. Nicolaescu, I. Oprisor, M. Rocsin

A METHOD TO STUDY THE OSMOTIC RESISTANCE OF ERYTHROCYTE
MEMBRANE

The present paper offers a method of studying the osmotic resistance of eryth-
rocyte membrane by means of light scattering in erythrocyte suspensions. Making
use of standard hypotonic solution according to the light scattering ploth ,the he-
molysis rate“ and its modification in the presence of some drugs can be estimated.
This method is a very rapid one and it allows a quantitative valuation of the drug
effect even if the drug has a steady effect.
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