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RESUMEN. Se estudió el efecto de ocho formulaciones sobre la 
integridad de hematíes humanos liofilizados. Las formulaciones es- 
tudiadas estaban compuestas por seroalbúmina humana, PVP 30k o 
dextrana 40k combinadas con glucosa o sacarosa. Se constató que 
la formulación basada en albúmina al 10 % y sacarosa al 10 %, 
constituyó la variante que garantiza la menor hemólisis post-con- 
gelación (%), pero ninguna eliminó la hemólisis post-liofilización. 
Se concluye que para liofilizar hematíes humanos se debe pro- 
fundizar en aspectos tales como la velocidad de sublimación, la 
concentración 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 antígenos del 
grupo sanguíneo de los hematíes y el desarrollo de anticoa- 
gulantes no tóxicos, contribuyeron a que la sangre pudiera ser 
almacenada y empleada en la terapia transfusional. 

En 1937, Fantus2 describió 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 sanguínea para la terapia transfu- 
sional. 

Siempre el esfuerzo mayor en la conservación de la san- 
gre total en estado líquido recayó en los hematíes. La práctica 
actual permite el almacenamiento a 4 OC durante 35 a 42 d en 
soluciones preservantes tales como CPDA-1 y ADSOL o al- 
macenamiento por congelación a -65 ‘Coa¡ nferiores tem- 
peraturas en soluciones de glicerol por un período de hasta 
1Oañ os, pero requiere del mantenimiento a bajas tempera- 
turas en congeladores especializados y de la eliminación de 
la sustancia protectora por sucesivos lavados. 

La conservación por liofilización de hematíes intactos 
constituye la disolución ideal para los problemas ligados a las 
técnicas antes señaladas. 

En 1989, la compañía norteamericana Cryopharm paten- 
tó un método para liofilizar hematíes con el citoesqueleto in- 
tacto y la hemoglobina biológicamente activa,3 pero aún no 
han podido ser reproducir dichos resultados. 

El éxito del proceso de liofilización de cualquier organis- 
mo vivo, radica en que se eviten los daños normalmente in- 
ducidos a la célula por deshidratación. Generalmente, se em- 
plean formulaciones que conjugan los aspectos de preven- 
ción y protección.4’5 Para ello, se combinan macromoléculas 
que ofrecen cierta rigidez a la matriz, con otras sustancias 
destinadas a mantener la actividad biológica. 

Estudios previos han demostrado que ciertas sustancias 
protectoras, generalmente carbohidratos y aminoácidos, son 
efectivas para preservar ante la deshidratación, la actividad 

de algunas enzimas, microorganismos y sistemas de mem- 
branas como los liposomas. Los carbohidratos son los más 
estudiados. Sus características protectoras están relacio- 
nadas con la capacidad de los azúcares de reemplazar las 
moléculas de agua inhibiendo de esta forma la fusión y la 
agregación de las membranas.6 A ello, se puede añadir la ac- 
tividad antioxidante que éstos han mostrado en el estado 
deshidratado.7 

Este trabajo se propuso determinar la influencia relativa 
de algunas formulaciones sobre la posible hemólisis durante 
las diferentes etapas de tratamiento de los hematíes hasta Ile- 
gar a la liofilización. 

MATERIALES Y METODOS 

Preparación de la suspensión de hematíes 

Se partió de 500 mL de sangre provenientes de donan- 
tes voluntarios sanos. Se utilizó como anticoagulante una di- 
solución de citrato-fosfato y dextrosa (CFD). Durante la expe- 
riencia, el paquete globular se conservó a 4 OC y nunca se 
utilizó con más de tres días de almacenamiento. 

El paquete de glóbulos fue obtenido por centrifugación a 
1 800 g durante 5 min y separandos de esta forma el plasma 
y otras células. El hematocrito (HCT) del paquete mostró valo- 
res del 83 al 89 % y se determinó según el método del micro- 
hematocrito. 

Se realizaron tres lavados con disolución amortiguadora 
10 mmol/L de fosfato de sodio monobásico y dibásico, cloruro 
de sodio 150 mmol/L y D-glucosa 5 mmol/L a pH 7,2 . 

Después de la última centrifugación, el paquete de 
glóbulos obtenido fue resuspendido en disolución amortigua- 
dora fosfato 10mmol /L con un volumen equivalente al de he- 
matíes obtenido. 

Sustancias protectoras empleadas 

Se emplearon formulaciones compuestas por álbumina 
humana (AH), polivinilpirrolidona (PVP) o dextrana 400 OO 
combinadas con glucosa o sacarosa. Las concentraciones se 
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expresaron en % (rn/v). Todos los reactivos fueron de calidad 
analítica (Fluka), salvo la HSA que provino de la Planta de 
Hemoderivados “Arístides Viera” de La Habana suministrada 
en forma de producto liofilizado con2%d eh umedady9 7% 
de pureza. 

Pretratamiento y proceso de congetación-d~con- 
gelación 

Cada formulación se adicionó lentamente a la suspen- 
sión de hematíes y se equilibró durante 15 min a temperatura 
ambiente, para provocar una ligera deshidratación osmótica 
del material antes de procedera la congelación.En esta última 
operación,se empleó el nitrógenolíquido (-196 “C) durante 10 
min y se esparció el producto en forma de capa fina en las 
paredes interiores de los bulbos (6R, norma DIN). Se descon- 
gelaron rápidamente por inmersión directa en un baño termo- 
statado a 55 OC. 

Una vez descogelados, se centrifugaron a 12 000 r/min 
por tres minutos. Para medir el daño celular se determinó la 
absorbancia del sobrenadante a 540n m por el método de 
Drabkin.8 Las mediciones se realizaron en un espectro- 
fotómetro UV-visible modelo UNICAM 8625 y se compararon 
con las correspondientes a la hemólisis total, provocada al re- 
suspender los hematíes en agua destilada. 

Liofilización 

Inicialmente, se procedió de igual forma que para la 
congelación. La operación se realizó en un liofilizador modelo 
SMJ 50( USIFROID, Francia). Las platinas se enfriaron pre- 
viamente hasta -70 “C . El proceso de liofilización se inició 
cuando la temperatura de los bulbos alcanzó -65 ‘C.S e em- 
pleó una presión de 3 Pa y no se suministró calor hasta pa- 
sadas 15 h, de modo que el secado primario se efectuara en- 
tre -65 y -20 OC . Durante las restantes 9 h, se incrementó 
paulatinamente la temperatura del producto hasta alcanzar 
20 OC . Posteriormente, se sellaron al vacío. 

Se estudió igualmente el efecto del secado primario, al 
interrumpir la liofilización 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 rehidratación se efectuó lentamente por espacio de 
5 min, con la adición de 1 mL de una disolución de sacarosa 
al 25 % en amortiguador fosfato 10 mmol/L (volumen seme- 
jante al empleado antes de liofilizar). Se procedió posterior- 
mente a centrifugar del mismo modo que se realizó después 
de la congelación. Para evaluar el incremento de metahemo- 
globina durante el proceso, se empleó el método de Beutlerg 
y los resultados se expresaron como la relación entre la dife- 
rencia de las mediciones de densidad óptica a 630nm (antes 
y después de adicionar cianuro de sodio neutralizado) y a 
540n m, dada por el método de Drabkin (Do630 &D0540 &. 
Las mediciones de DO se efectuaron en el equipo antes men- 
cionado. 

Análisis estadístico 

Cuando las determinaciones evaluadas no seguían un 
comportamiento normal, sino log-normal como las correspon- 
dientes al método de Drabkin, se determinaron los promedios 
geométricos y sus desviaciones estándar logarítmicas. Los 
antilogaritmos res ectivos, se procesaron como en una dis- 
tribución normal. 18 

Se realizó un ANOVA de clasificación doble para obser- 
var tanto el efecto de las macromoléculas como el de los 
azúcares adicionados. 

RESULTADOS Y DISCUSION 

Deshidratación osmótica 

La centrifugación del material luego del pretratamiento, 
arrojó la presencia de un paquete celular muy similar al de la 
sangre fresca. No obstante, en la tabla I se observa que este 
proceso provoca una ligera hemólisis, teniendo en cuenta los 
valores de DO540 nm obtenidos con el sobrenadante. 

TABLA I 
Efecto de los componentes de las formulaciones, 

en el proceso de deshidratación osmótica 

Macromolécula Glucosa 10% Sacarosa 10% 

D0540nm DE D0540nm DE 

PVP 3,5 % 0,07 a 0,05 0,04 a 0,Ol 

AH 6,8 % 0,05 a 0,02 0,05 a 0,Ol 

AH 10% 0,05 a 0,02 0,05 a 0,oo 

Dextrana 0,i % o,04a 0,oi 0,06 a 0,03 

Letras iguales indican que no existen diferencias significativas 
parap<O, 05. DE Desviacióne stándar. 
Los valores de D0540nm representan las medias para n = 6. 

En general, las variaciones debidas tanto al tipo de ma- 
cromolécula como al azúcar no son marcadamente notables. 

Efecto de la congelación 

Los resultados se muestran en la tabla ll. 

TABLA ll 
Efecto de los componentes de las formulaciones, 

en la congelación 

Macromolécula Glucosa 10% Sacarosa 10% 

D0540nm DE D0540nm DE 

PVP 3,5 % 0,36 bc 0,03 0,23 a 0,06 

AH 6,8 % 0,47 bcd 0,09 0,22 a 0,03 

AH 10% 0,51 d 0,03 0,18a 0,05 

Dextrana 0,l % 0,41 c 0,04 0,27 a 0,05 

Letras iguales indican que no existen diferencias significativas 
parapc0, 05. DE Desviacióne stándar. 
Letras diferentes indican diferencias significativas p < 0,05. 
Los valores de D0540nm representan las medias para n = 6. 

Se manifestó el efecto beneficioso de emplear sacarosa 
como aditivo aunque sin la influencia de las macromoléculas. 
Al emplear glucosa como aditivo, la hemólisis se incrementó, 
lo que fue mayor por la presencia simultánea de albúmina al 
10 % . La macromolécula más adecuada resultó la PVP, pero 
su efecto protector fue inferior al de las variantes con sa- 
carosa. Estos resultados coinciden con los de Crowe y 
COI.,~~” quienes plantearon que los disacáridos son más efec- 
tivos que los monosacáridos como crioprotectores de mem- 
branas, probablemente debido a la estereoquímica específica 
de los azúcares. 

Efecto de la liofilización 

Después de la liofilización, todos los valores de DO540 “,,, 
se situaron entre 0,63 y 0,74. Teniendo en cuenta que la 
DO540 ,,,-,, correspondiente a la hemólisis total arrojó valores 
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de 0,72 ± 0,06, el grado de_ hemólisis provocado por la liofili­
zación fueron similares y cercanos al 100% por lo que ningu­
no de los aditivos empleados representó un protector ade­
cuado para las membranas ante el estrés a que fueron 
sometidos los hematíes a lo largo de todo el proceso. Resulta 
evidente que se trata de la sumatoria de todos los efectos ne­
gativos que actuaron sobre las células, incluyendo el pre­
tratamiento y la congelación. 

La figura 1 muestra la hemólisis provocada por la des­
hidratación osmótica, la congelación y la liofilización corres­
pondiente a todas las formulaciones empleadas. 
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Fig .1 . Efecto de los tratamientos y de los aditivos, sobre la hemólisis 
de los hematíes. 

A. PVP 30k 3,5 % + glucosa 1 o % . B. PVP 30k 3,5 % + sacarosa 
10 %. C. AH 6,8% +glucosa 10% . D. AH 6,8% +sacarosa 10% 

E. AH 10% +glucosa 10%. F. AH 10% +sacarosa 10%. 
G. Dextrana 40k 0,1% +glucosa 10%. H. Dextrana 40k 0,1% 

+ sacarosa 1 O %. 
l. Deshidratación osmótica. 11. Congelación. 111. Liofilización. 

La deshidratación osmótica provoca niveles de hemólisis 
que van del 4 al 15 %, la congelación los sitúa entre el 30 y el 
70 % mientras que para la liofilización los valores se encuen­
tran entre un 87 y un 100%. 

Al analizar la influencia de las diferentes etapas del 
proceso, se determinó la hemólisis luego de 15 y 3 h de liofili­
zación respectivamente. Se observaron valores similares a 
los precedentes por lo que se puede afirmar que aún para 
períodos tan cortos como 3 h , la operación provoca prácti­
camente la hemólisis total de los hematíes para todas las for­
mulaciones empleadas. 

Al cabo de 24 h (Fig. 2), se alcanza una humedad resi­
dual del 4 % siendo la temperatura de 20 °C . La conjunción 
de ambos efectos podría ser la causa de los daños observa­
dos. 

A las 15. h, aunque el daño celular puede estar ligado a 
la deshidratación, no se puede descartar algún efecto rela­
cionado con la temperatura, puesto que -20 °C aunque infe­
rior a las temperaturas de fusión incipiente de soluciones de 
las macromoléculas, representa un nivel superior el corres­
pondiente al de las soluciones congeladas de glucosa y sa­
carosa. 12· 13 

Es de destacar que al cabo de las 3 h, ya se ha reducido 
la humedad residual hasta el 50 %, lo que representa un 
estrés notable para el material biológico. Dado que en ese 
momento la temperatura es de -40 °C, los daños parecen 
estar más relacionados con la deshidratación que con la pro­
pia temperatura puesto que es poco probable algún fenó­
meno de recristalización del hielo capaz de dañar a las mem­
branas. 
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Para la mejor variante encontrada durante la congelación 
(albúmina 10 % con sacarosa 10 %), el 27 %de la materia 
seca corresponde a la masa de hematíes. Cuando la hume­
dad del producto liofilizado fue del 50 % (1 g de agua por 
gramo de masa seca), la proporción de agua por gramo de 
hematíes es de 3, 75, cantidad suficiente para que no se pro­
voquen daños por deshidratación, si se tiene en cuenta que 
Crowe señala el valor de 0,25 g para estabilizar las mem­
branas. 
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Fig. 2. Temperatura del producto durante el proceso de liofilización. 
Se muestran las humedades residuales alcanzadas a las 3, 15 y 24 h. 

No obstante, la proporción relativa de albúmina y sa­
carosa en la materia seca (73 %) y la naturaleza de estas 
sustancias, podría provocar una distribución de agua alrede­
dor de los hematíes que no contribuya a la estabilización de 
sus membranas. 

Por otra parte, la fina capa de producto congelado pro­
voca una aceleración de la sublimación, mientras que parale­
lamente se va produciendo una desorción importante de las 
venas intersticiales dada la homogeneidad en la repartición 
de los cristales de hielo debido a la congelación ultra-rápida. 

Es probable que el violento proceso de deshidratación 
determine que el efecto protector deseado en las membranas 
debido al cáracter antipático de la albúmina y al hidrofílico del 
azúcar no se logre, provocándose su desestabilización y por 
tanto, la hemólisis total, aún cuando la deshidratación haya 
sido parcial. 

La rehidratación de las diferentes formulaciones liofili­
zadas hizo evidente la aparición de tonalidades oscuras ca­
racterísticas de una oxidación de la hemoglobina. Este 
fenómeno se puede observar gráficamente (Fig. 3) cuando se 
compara la proporción relativa de metahemoglobina dada por 
la relación de DOs3o nm /D054o nm . 

Se observa que la proporción de metahemoglobina for­
mada a las 3 h es muy baja y similar a la correspondiente a la 
sangre fresca (0,03 ± 0,01 ). Sin embargo, la proporción se in­
crementa aproximadamente 1 O veces a las 15 h de liofiliza­
ción sin la influencia notable de los aditivos. 

Posteriormente, se presenta un ligero incremento o per­
manece constante hasta el fin de la operación. Además, a las 
24 h los valores son del mismo orden que l~s correspondien­
tes a la hemoglobina liofilizada sin aditivos. 

Estos resultados concuerdan con los de Labrude y coi} 
quienes señalaron el efecto negativo de la deshidratación ex­
cesiva sobre .la oxidación de la hemoglobina. 
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Fig . 3. Influencia de los tratamientos y de los aditivos 
sobre la oxidación de la hemoglobina. 

A. PVP 30k 3,5 % +glucosa 10 %. B. PVP 30k 3,5 % +sacarosa 
10 %. C. AH 6,8 % +glucosa 10 %. D. AH 6,8 % +sacarosa 10 %. 

E. AH 10 % +glucosa 10 %. F. AH 10 % +sacarosa 10 %. 
G. Dextrana 40k O, 1 % + glucosa 1 O % . H. Dextrana 40k O, 1 % 

+ sacarosa 1 O % . 

CONCLUSIONES 

Sólo las mezclas de albúmina y sacarosa provocan una 
hemólisis interior al 5 % en la deshidratación osmótica e inte­
rior al 30 % durante la congelación. 

Al emplear la proporción de albúmina 10 % y sacarosa 
10 % se logra mantener los niveles de hemólisis post-con­
gelación inferiores al 25 %, por lo que constituye potencial­
mente una formulación adecuada para conservar los he­
matíes por esta vía. No obstante, se hace necesario continuar 
los estudios en este sentido, atendiendo tanto a las tempera­
turas de conservación como a los períodos de tiempo involu­
crados. 

En cuanto a la liofilización, ninguna de las formulaciones 
resultó adecuada para prevenir los efectos negativos de la 
deshidratación. Incluso, al cabo de tres horas de operación 
cuando sólo se había extraído el 50 % de agua del sistema, 
los efectos negativos de la deshidratación ya se hicieron evi­
dentes. 

Un factor de interés puede resultar la velocidad de ex­
tracción del agua. En este sentido, el éxito podría estar dado 
por la selección de otros aditivos con gran afinidad por esta y 
a su vez, con el empleo de mayores concentraciones de ellos 
o de variantes tecnológicas que aminoren la velocidad de 
sublimación. 
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