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RESUMEN. Se estudi6 el efecto de ocho formulaciones sobre la
integridad de hematies humanos liofilizados. Las formulaciones es-
tudiadas estaban compuestas por seroalbiimina humana, PVP 30k o
dextrana 40k combinadas con glucosa o sacarosa. Se constaté que
la formulacion basada en albimina al 10 % y sacarosa al 10 %,
constituyd la variante que garantiza la menor hemdlisis post-con-
gelacion (%), pero ninguna elimind la hemolisis post-liofilizacion.
Se concluye que para liofilizar hematies humanos se debe pro-
fundizar en aspectos tales como la velocidad de sublimacién, la
concentracion y la afinidad por el agua del lioprotector empleado.

ABSTRACT. The effect of eight formulations on the integrity of
freeze-dried human red blood cells (RBC) was studied. The formu-
lations were made of human serum albumin (HSA), PVP 30k or
dextran 40k, combined with glucose and sucrose. The combination
HSA 10 % and sucrose 10 % assured the highest post-freezing
protection of RBC. No formulation guaranteed the cells protection
after freeze-drying. It is suggested to explore the effects of high
water linkers in a higher concentration and operational parameters
to obtain a lower sublimation rate.

INTRODUCCION

El descubrimiento por Landsteiner ' de los antigenos del
grupo sanguineo de los hematies y el desarrollo de anticoa-
gulantes no toxicos, contribuyeron a que la sangre pudiera ser
almacenada y empleada en la terapia transfusional.

En 1937, Fantus® describié el establecimiento de un
banco de sangre en el Hospital de County Cook en Chicago
donde este tejido se colectaba y almacenaba y se realizaban
pruebas de compatibilidad sanguinea para la terapia transfu-
sional.

Siempre el esfuerzo mayor en la conservacion de la san-
gre total en estado liquido recayo en los hematies. La practica
actual permite el almacenamiento a 4 °C durante 35 a 42 d en
soluciones preservantes tales como CPDA-1 y ADSOL o al-
macenamiento por congelacion a —65 °Coai  nferiores tem-
peraturas en soluciones de glicerol por un periodo de hasta
10an os, pero requiere del mantenimiento a bajas tempera-
turas en congeladores especializados y de la eliminacion de
la sustancia protectora por sucesivos lavados.

La conservacion por liofilizacion de hematies intactos
constituye la disolucion ideal para los problemas ligados a las
técnicas antes sefaladas.

En 1989, la compania norteamericana Cryopharm paten-
16 un método para liofilizar hematies con el citoesqueleto in-
tacto y la hemoglobina biolégicamente activa,® pero aun no
han podido ser reproducir dichos resultados.

El éxito del proceso de liofilizacion de cualquier organis-
mo vivo, radica en que se eviten los dafios normalmente in-
ducidos a la célula por deshidratacion. Generalmente, se em-
plean formulaciones que conjugan los aspectos de preven-
cion y ;:1r0tec<‘:ic')n.4’5 Para ello, se combinan macromoléculas
que ofrecen cierta rigidez a la matriz, con otras sustancias
destinadas a mantener la actividad biologica.

Estudios previos han demostrado que ciertas sustancias
protectoras, generalmente carbohidratos y aminoacidos, son
efectivas para preservar ante la deshidratacion, la actividad
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de algunas enzimas, microorganismos y sistemas de mem-
branas como los liposomas. Los carbohidratos son los mas
estudiados. Sus caracteristicas protectoras estan relacio-
nadas con la capacidad de los azlcares de reemplazar las
moléculas de agua inhibiendo de esta forma la fusion y la
agregacion de las membranas.® A ello, se puede afadir la ac-
tividad antioxidante que éstos han mostrado en el estado
deshidratado.’

Este trabajo se propuso determinar la influencia relativa
de algunas formulaciones sobre la posible hemdlisis durante
las diferentes etapas de tratamiento de los hematies hasta lle-
gar a la liofilizacion.

MATERIALES Y METODOS
Preparacion de la suspension de hematies

Se partio de 500 mL de sangre provenientes de donan-
tes voluntarios sanos. Se utilizd como anticoagulante una di-
solucion de citrato-fosfato y dextrosa (CFD). Durante la expe-
riencia, el paquete globular se conservé a 4 °C y nunca se
utilizé con mas de tres dias de almacenamiento.

El paquete de globulos fue obtenido por centrifugacion a
1 800 g durante 5 min y separandos de esta forma el plasma
y otras células. El hematocrito (HCT) del paquete mostré valo-
res del 83 al 89 % y se determind segun el método del micro-
hematocrito.

Se realizaron tres lavados con disolucion amortiguadora
10 mmol/L de fosfato de sodio monobasico y dibasico, cloruro
de sodio 150 mmol/L y D-glucosa 5 mmol/LapH 7,2 .

Después de la ultima centrifugacion, el paquete de
globulos obtenido fue resuspendido en disolucion amortigua-
dora fosfato 10mmol /L con un volumen equivalente al de he-
maties obtenido.

Sustancias protectoras empleadas

Se emplearon formulaciones compuestas por albumina
humana (AH), polivinilpirrolidona (PVP) o dextrana 400 00
combinadas con glucosa o sacarosa. Las concentraciones se



expresaron en % (m/v). Todos los reactivos fueron de calidad
analitica (Fluka), salvo la HSA que provino de la Planta de
Hemoderivados "Aristides Viera" de La Habana suministrada
en forma de producto liofilizado con2%d eh umedady9 7%
de pureza.

Pretratamiento y proceso de congehcion-descon-
gelacion

Cada formulacion se adiciono lentamente a la suspen-
sion de hematies y se equilibré durante 15 min a temperatura
ambiente, para provocar una ligera deshidratacion osmotica
del material antes de procedera la congelacion.En esta ultima
operacion, se empled el nitrégenoliquido (-196 °C) durante 10
min y se esparcio el producto en forma de capa fina en las
paredes interiores de los bulbos (6R, norma DIN). Se descon-
gelaron rapidamente por inmersion directa en un bafio termo-
statado a 55 °C.

Una vez descogelados; se centrifugaron a 12 000 r/min
por tres minutos. Para medir el daro celular se determind la
absorbancia del sobrenadante a 540n m por el método de
Drabkin.® Las mediciones se realizaron en un espectro-
fotometro UV-visible modelo UNICAM 8625 y se compararon
con las correspondientes a la hemolisis total, provocada al re-
suspender los hematies en agua destilada.

Liofilizacion

Inicialmente, se procedié de igual forma que para la
congelacion. La operacion se realizé en un liofilizador modelo
SMJ 50( USIFROID, Francia). Las platinas se enfriaron pre-
viamente hasta -70 °C . El proceso de liofilizacion se inicié
cuando la temperatura de los bulbos alcanzé —65°C.S e em-
pleé una presion de 3 Pa y no se suministré calor hasta pa-
sadas 15 h, de modo que el secado primario se efectuara en-
tre —65 y —20 °C . Durante las restantes 9 h, se incrementd
paulatinamente la temperatura del producto hasta alcanzar
20 °C . Posteriormente, se sellaron al vacio.

Se estudié igualmente el efecto del secado primario, al
interrumpir la liofilizacion durante diferentes etapas de este
proceso. Las determinaciones de humedad se efectuaron me-
diante el método de Karl Fisher cvon el empleo de un equipo
Mitsubishi modelo CA-05.

La rehidratacion se efectud lentamente por espacio de
5 min, con la adicion de 1 mL de una disolucion de sacarosa
al 25 % en amortiguador fosfato 10 mmol/L (volumen seme-
jante al empleado antes de liofilizar). Se procedid posterior-
mente a centrifugar del mismo modo que se realizoé después
de la congelacion. Para evaluar el incremento de metahemo-
globina durante el proceso, se empleé el método de Beutler®
y los resultados se expresaron como la relacién entre la dife-
rencia de las mediciones de densidad optica a 630nm (antes
y después de adicionar cianuro de sodio neutralizado) y a
540n m, dada por el método de Drabkin (DOg30 nm/DOs40 nm)-
Las mediciones de DO se efectuaron en el equipo antes men-
cionado.

Andlisis estadistico

Cuando las determinaciones evaluadas no seguian un
comportamiento normal, sino log-normal como las correspon-
dientes al método de Drabkin, se determinaron los promedios
geometricos y sus desviaciones estandar logaritmicas. Los
antilogaritmos resopectivos, se procesaron como en una dis-
tribucién normal.’

Se realizé un ANOVA de clasificacion doble para obser-
var tanto el efecto de las macromoléculas como el de los
azulcares adicionados.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Deshidratacion osmoética

La centrifugacion del material luego del pretratamiento,
arrojo la presencia de un paquete celular muy similar al de la
sangre fresca. No obstante, en la tabla | se observa que este
proceso provoca una ligera hemdlisis, teniendo en cuenta los
valores de DOs4p nm obtenidos con el sobrenadante.

TABLA |
Efecto de los componentes de las formulaciones,
en el proceso de deshidratacion osmética

Glucosa 10%

Macromolécula Sacarosa 10%

DOs40 nm DE DOs40nm DE
PVP 3,5 % 0,072 005 0042 0,01
AH 6,8 % 0,052 0,02 005° 0,01
AH 10 % 0,052 0,02 005% 0,00
Dextrana 0,1 % 0,04 0,01 0,06° 0,03

Letras iguales indican que no existen diferencias significativas
parap<0, 05. DE Desviacione standar.
Los valores de DOs4onm representan las medias para n = 6.

En general, las variaciones debidas tanto al tipo de ma-
cromolécula como al azticar no son marcadamente notables.
Efecto de la congelacion

Los resultados se muestran en la tabla Il.

TABLA I
Efecto de los componentes de las formulaciones,
en la congelacion

Macromolécula Glucosa 10% Sacarosa 10%
DOs40 nm DE DOs40 nm DE
PVP 3,5 % 0,36 > 003 0232 0,06
AH 6,8 % 047°¢ 009 022% 003
AH 10 % 0,51¢ 003 0187 0,05
Dextrana 0,1 % 0,41°¢ 0,04 0,27 2 0,05

Letras iguales indican que no existen diferencias significativas
parap<0, 05. DE Desviacione standar.

Letras diferentes indican diferencias significativas p < 0,05.
Los valores de DOssonm representan las medias para n = 6.

Se manifestd el efecto beneficioso de emplear sacarosa
como aditivo aungue sin la influencia de las macromoléculas.
Al emplear glucosa como aditivo, la hemdlisis se incremento,
lo que fue mayor por la presencia simultanea de albumina al
10 % . La macromolécula méas adecuada resulté la PVP, pero
su efecto protector fue inferior al de las variantes con sa-
carosa. Estos resultados coinciden con los de Crowe vy
col.,811 quienes plantearon que los disacaridos son mas efec-
tivos que los monosacaridos como crioprotectores de mem-
branas, probablemente debido a la estereoquimica especifica
de los azucares.

Efecto de la liofilizacion

Después de la liofilizacion, todos los valores de DOs40 nm
se situaron entre 0,63 y 0,74. Teniendo en cuenta que la
DOs40 nm correspondiente a la hemdlisis total arrojé valores
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