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Resumen

Los copolimeros policatién-polietilenglicol Semo B86 y Semo B124 fueron
desarrollados con fines terapéuticos, en particular, el enmascaramiento de
sitios antigénicos de eritrocitos humanos para disminuir el riesgo de aloin-
munizacién en transfusiones sanguineas. El objetivo de este trabajo fue op-
timizar el protocolo de tratamiento de los eritrocitos humanos con estos dos
copolimeros para mejorar su hemocompatibilidad. Para ello se estudi6 la in-
fluencia del tiempo de incubacién de eritrocitos humanos con los dos copo-
limeros, analizandose las alteraciones producidas sobre la morfologia y la ca-
pacidad de agregacién eritrocitaria, utilizando técnicas de microscopia y
anélisis digital de imagenes. Se observé que los eritrocitos tratados con am-
bos copolimeros, si bien no sufrieron cambios en su morfologia celular, pre-
sentaron alteraciones en la distribucion del tamafio y en la estructura de sus
agregados. En particular se observé un aumento del porcentaje de células
individuales y una disminucién del porcentaje de grandes agregados. Este
efecto fue mas significativo con el aumento del tiempo de incubacion, sien-
do mayor para el Semo B86. Estos resultados permiten comprender mejor
la interaccién policatién/membrana y optimizar el protocolo de tratamiento
de eritrocitos con estos compuestos, pudiéndose extender a otros copolime-
ros de estructuras similares con diferentes aplicaciones terapéuticas.

Palabras clave: polication * polietilenglicol * agregacion eritrocitaria * he-
mocompatibilidad * biocompatibilidad * analisis digital de imagenes

Summary

Polycation — polyethylenglycol copolymers (Semo B86 and Semo B124) were
developed for therapeutic uses, especially for the masking of antigenic sites
of human erythrocytes to decrease the risk of aloimmunization in blood
transfusions. The aim of this work was to optimize the protocol for treating
human erythrocytes using these two copolymers in order to improve their
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hemocompatibility. The influence of the incubation time of human erythrocytes with both co-
polymers and the alterations produced to the morphology and erythrocyte aggregation capa-
city were studied using microscopy techniques and digital image analysis. Erythrocytes treat-
ed with both copolymers showed no changes in their cellular morphology but alterations in
the size distribution and structure of aggregates, which were revealed by an increase in the
individual cell percentage and a decrease in the percentage of large aggregates. These effects
became more marked as the incubation time increased and were greater for Semo B86. These
results enable a better understanding of membrane-polycation interactions and the optimiza-
tion of the protocol to treat erythrocytes using these compounds. This finding may also be ap-
plied to the study of copolymers of similar structure and different therapeutic uses.

Keywords: polycation * polyethylene glycol * erythrocyte aggregation * hemocompatibility *

biocompatibility * digital image analysis

Introduccién

En colaboracion con el Centro de Biomateriales de
la Universidad de Lieja (Bélgica) se desarrollaron po-
licationes sintéticos de caracteristicas especificas con
fines terapéuticos, en particular, el enmascaramiento
de sitios antigénicos de la membrana eritrocitaria hu-
mana para disminuir el riesgo de aloinmunizacién en
transfusiones sanguineas (1). Los copolimeros analiza-
dos en el presente trabajo fueron disenados con rami-
ficaciones sobre una secuencia central de un polimero
policatiénico capaz de unirse al glicocdlix de la mem-
brana eritrocitaria por interaccion iénica. Las ramifi-
caciones laterales estin compuestas por segmentos fle-
xibles de polietilenglicol (PEG), los cuales actuarian
como barrera, impidiendo el reconocimiento y la op-
sonizacion, mejorando la hemocompatibilidad y ase-
gurando la estabilidad fisica de los eritrocitos (2).

En trabajos previos (3-7) se ha demostrado que el re-
cubrimiento con polimeros como el PEG y sus deriva-
dos, disminuye el reconocimiento antigénico y la inmu-
nogenicidad de las células transfundidas modificadas.
Esta disminucién en el reconocimiento antigénico, o
enmascaramiento de los sitios antigénicos por los poli-
cationes, no debe interferir la libre difusion de oxigeno
y de pequenas moléculas para mantener el normal fun-
cionamiento y metabolismo celular, siendo de suma im-
portancia, ademads, que no se produzcan alteraciones
significativas en la capacidad de agregacion de los eri-
trocitos, ya que esto influenciaria la microcirculaciéon.

La agregacion eritrocitaria es una interacciéon célula-
célula que influye en el flujo sanguineo in vivo (8). In vi-
vo € in vilro, los eritrocitos se agregan naturalmente en
presencia de macromoléculas plasmaticas que actiian
como puentes intercelulares, formando agregados li-
neales conocidos como rouleaux (9) y cuando estos rou-
leaux se unen lateralmente forman grandes redes cono-
cidas como amas. En consecuencia, el estudio de las
posibles influencias sobre la agregacion eritrocitaria de
los copolimeros desarrollados, permitira evaluar la bio-
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compatibilidad de los mismos con los eritrocitos para
futuras aplicaciones como por ejemplo el enmascara-
miento de sitios antigénicos (10), como vehiculos trans-
portadores de farmacos, en terapia génica, etc.

Los parametros hemorreolégicos son indicadores
confiables que pueden caracterizar la biocompatibili-
dad de estos polimeros (11). En trabajos previos (12),
se analizo6 el efecto de tres copolimeros sintéticos poli-
cation-PEG llamados Semo B22, Semo B86 y Semo
B124, sobre las alteraciones en las propiedades viscoe-
lasticas eritrocitarias con un eritrodeférmetro, varian-
do la concentracién de los mismos. Se observé que los
3 policationes alteran levemente, pero de diferente
manera, las propiedades reolégicas de la membrana
eritrocitaria, siendo el B22 y el B86 los que produci-
rian mayor alteracion, evidenciada tanto en el indice
de deformabilidad, como en el pardmetro dindmico
correspondiente al desfasaje entre la respuesta eritro-
citaria y la tension de corte aplicada.

El objetivo del presente trabajo fue optimizar el
protocolo de tratamiento de los eritrocitos humanos
con los copolimeros Semo B86 y Semo B124, a fin de
mejorar su biocompatibilidad con los componentes
sanguineos para su uso con fines terapéuticos. Para
ello se analizaron las alteraciones que estos copolime-
ros produjeron sobre la agregacién y la morfologia eri-
trocitaria, mediante microscopia convencional y con-
focal, y el andlisis digital de imagenes. Se analiz6 en
particular la influencia del tiempo de incubacién de
las células con estos compuestos, a fin de obtener el
mas adecuado para la utilizacion de los mismos.

Materiales y Métodos

SUSPENSIONES ERITROCITARIAS

Las muestras sanguineas humanas provenientes de
dadores sanos (n = 4) fueron anticoaguladas con EDTA
y centrifugadas a 2000 rpm a 25 °C durante 5 min. Lue-



go de descartar el plasma y la capa leuco-plaquetaria,
los eritrocitos fueron lavados tres veces con buffer fosfa-
to salino pH 7,4 y osmolaridad 295 mOsm/kg (PBS).
Finalmente, los eritrocitos de cada muestra sanguinea
fueron resuspendidos al 12% en el mismo buffer.

SOLUCIONES DE COPOLIMEROS

Para este estudio se utilizaron dos copolimeros sin-
téticos desarrollados en base a la estructura del poli(2-
(dimetilamino)etil metacrilato-co-polietilenglicol) o
P(DMAEMA)-b-P(MAPEG), llamados Semo B86 y Se-
mo B124. Dichos copolimeros poseen cargas positivas
a pH 7,4y fueron sintetizados de acuerdo con un nue-
vo procedimiento controlado de polimerizaciéon (13-
15). La estructura y propiedades de los mismos se pre-
sentan en la Figura 1.

Se prepararon soluciones de droga sélida a 50 pg/mL
en PBS, segun el procedimiento descrito por Grandfils y
Emonds-Alt (16).

Copolimero Estadistico
P(DMAEMA)-b- P(MAPEG)

Copolimero “Palmera”
P(DMAEMA)-b-P(MAPEG)

Semo B124 Semo B86
Mn MAPEG: 3050; Mn MAPEG: 45;
Mn P(DMAEMA): 16500 Mn P(DMAEMA): ND
Mp/Mn 1.23 Mp/Mn : 1.56

Densidad PEG: 48%
(a) (b)

Densidad PEG: 74%

Figura 1. Arquitectura y propiedades moleculares de los copolime-
ros sintéticos polication-PEG utilizados en este trabajo. (a) Semo
B124: copolimero “palmera” con los segmentos de PEG ubicados
especificamente en el extremo de la cadena policatiénica. (b) Se-
mo B86: copolimero estadistico con los segmentos de PEG ubica-
dos al azar a lo largo de la cadena policatidnica.

INTERACCION DE LOS COPOLIMEROS CON LA
MEMBRANA ERITROCITARIA

Se incub6 1 mL de suspension eritrocitaria con 1 mL
de cada solucion de copolimeros a diferentes tiempos
(10, 60, 120 y 150 min) bajo agitacion lateral continua
de 100 rpm y a una temperatura de (25,0 £ 0,5) °C. Co-
mo control se incub6 1 mL de suspension eritrocitaria
con 1 mL de PBS. Concluida la incubacion, los eritro-
citos fueron lavados 3 veces con PBS. Las experiencias
fueron realizadas por duplicado. Finalmente, para ca-
da muestra sanguinea se obtuvieron 9 suspensiones
eritrocitarias: la suspensiéon control y las tratadas con

Copolimeros sintéticos y eritrocitos humanos 45

ambos copolimeros a los 4 tiempos diferentes de incu-
bacion.

ANALISIS DE LA DISTRIBUCION DE TAMANO
DE LOS AGREGADOS ERITROCITARIOS

Los eritrocitos tratados y control fueron suspendi-
dos en plasma autélogo al 2% y mantenidos en repo-
so durante 15 min para inducir la agregaciéon. Cada
suspension fue examinada en un portaobjeto excava-
do ubicado sobre la platina de un Microscopio Opti-
co Invertido (Union Optical, Jap6n). Las imagenes de
las diferentes poblaciones de agregados fueron obteni-
das por triplicado con un objetivo de 40X y una cama-
ra CCD (Sony XC-75, Jap6n) para cada suspension eri-
trocitaria. Utilizando los programas IPlab e IPPlus, se
realiz6 un conteo de agregados, clasificindolos de
acuerdo con las siguientes cuatro categorias: células in-
dividuales; agregados de 2, 3 6 4 células; agregados de
5 6 mas células y amas (redes de agregados de gran ta-
mano). Posteriormente se calculé el porcentaje co-
rrespondiente a cada categoria para cada suspension
eritrocitaria y finalmente estos porcentajes fueron
promediados para todas las muestras sanguineas estu-
diadas.

ANALISIS DE LA MORFOLOGIA ERITROCITARIA

Las muestras de eritrocitos control y tratados fue-
ron incubadas con el marcador lipofilico fluorescente
Dil 3,3’-dioctadecil-oxacarbocianina perclorato (2,15
mM, A, = 549 nm, A, = 565 nm) de acuerdo con las
recomendaciones del proveedor (Molecular Probes,
Internacional Invitrogen). Posteriormente fueron ob-
servadas en un microscopio confocal (Nikon, Japén)
con el fin de evaluar las posibles alteraciones en la
morfologia eritrocitaria luego del tratamiento con las
soluciones de ambos copolimeros.

Resultados

Se estudio el efecto de los copolimeros B86 y B124
sobre la agregacion y la morfologia eritrocitaria. En la
Figura 2 se presentan imagenes de agregados eritroci-
tarios control y los correspondientes a incubaciones
durante 60 min con los copolimeros estudiados, don-
de se puede observar que tanto la forma como la dis-
tribucién de tamano de los agregados ha sido modifi-
cada por la accién de los copolimeros.

Se observa ademads, que para los eritrocitos tratados
con Semo B86, los agregados presentaron forma de
rouleaux pero fueron mas pequenos que para el con-
trol, en cambio, para los tratados con Semo B124, la
forma de los agregados fue diferente de la del rouleaux
normal.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2009; 43 (1): 43-8
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(c)

Figura 2. Efecto de los copolimeros B86 y B124 sobre la agregacion de eritrocitos humanos (iméagenes obtenidas en un microscopio inverti-
do con un objetivo de 40X y una camara CCD Sony XC-75): (a) agregados eritrocitarios normales (rouleaux) correspondientes a la muestra
control; (b) rouleaux pequefios correspondientes a los eritrocitos incubados durante 60 min con el copolimero B86; (c) agregados corres-

pondientes a los eritrocitos incubados durante 60 min con el copolimero B124.

En la Tabla I se muestra la distribucién de tamano
de los agregados eritrocitarios obtenidos, presentando
los valores promedio de los porcentajes para cada ca-
tegoria en funcion del tiempo de incubacién. Se ob-
serva claramente que aumento el porcentaje de célu-
las individuales en las muestras tratadas con los
copolimeros, y disminuy6 el porcentaje de grandes

agregados (de 5 o mas células) y de amas.
Los estudios de morfologia eritrocitaria realizados
mediante microscopia confocal, no mostraron altera-

ciones de los eritrocitos por el tratamiento con los co-
polimeros en ninguno de los tiempos de incubacién
ensayados (datos no mostrados).

Discusion y Conclusiones

Se estudi6 la influencia de dos copolimeros sintéti-
cos sobre la morfologia y agregacion eritrocitaria. Se
observé que la accion de los mismos sobre los eritroci-

Tabla I. Distribucién de tamafio de los agregadose eritrocitarios. valores promedio de porcentajes
para cada categoria versus tiempo de incubacién de los eritrocitos con los copolimeros Semo B86
y Semo B124. Los resultados son presentados como media + desvio estandar (n=4).

Tiempo Células Agregados de 2, Agregados de 5 ¢ Amas
de incubacion individuales 36 4 células mds células %
[min] % % %

CONTROL 37+6 21+4 37+6 5+1
B8 10’ 86+4 102 3+l 0,4+0,3
B8 60’ 86+3 10+2 442 0,07+0,07
B8 120’ 93+4 7+2 0,2+0,2 0
B86 150’ 91+1 7+1 1,940,5 0
B124 10’ 67+7 2116 10+5 2+1
B124 60’ 677 2145 10+5 2+1
B124 120’ 75+7 19+4 6+4 0,3+0,2
B124 150’ 97+3 3+2 0,6+0,4 0

Acta Bioquim Clin Latinoam 2009; 43 (1): 43-8



tos, si bien no produjo cambios en la morfologia celu-
lar, indujo alteraciones en la composicion de los agre-
gados eritrocitarios. Estas alteraciones se evidenciaron
principalmente por un aumento del porcentaje de cé-
lulas individuales y una disminucion del porcentaje de
grandes agregados (amas). Este efecto resulté ser ma-
yor con el Semo B86, haciéndose mads significativo a
medida que aumento el tiempo de incubacién. A par-
tir de estos resultados, se adopt6é 60 min como tiempo
optimo de incubacion, dado que a partir de alli las al-
teraciones fueron cada vez mas significativas.

Estos resultados muestran que el efecto del tiempo
de incubacion es un parametro importante que debe
ser considerado para el tratamiento de los eritrocitos
humanos con copolimeros, tal como fuera senalado re-
cientemente por Li (21) para el enmascaramiento de
sitios antigénicos. Sugieren, ademas, que los dos copo-
limeros estudiados difieren en su mecanismo de inte-
racciéon con la membrana celular. Tal como fue las gli-
coforinas (10)(17), estas diferencias podrian deberse
no solo a la diferencia de densidad de PEG por cadena
del polimero, sino también debido a la menor masa
molecular del PEG del Semo B86 (Fig. 1).

Estos estudios brindan un mejor conocimiento de
la accién de los copolimeros polication-PEG (Semo
B86 y Semo B124) sobre los eritrocitos, en lo que res-
pecta a su influencia en la morfologia celular y la agre-
gacion eritrocitaria. La evaluacién de estas caracteris-
ticas hemorreolégicas es de gran importancia en la
microcirculacién, evidenciandose en particular en di-
versas patologias vasculares (8) (18-20).

Se puede concluir también que las técnicas presenta-
das en este trabajo son herramientas ttiles para evaluar
la biocompatibilidad desde el punto de vista hemorreo-
l6gico de policationes sintéticos que interactian con
eritrocitos humanos, pudiendo extenderse al estudio
de la hemocompatibilidad de otros polimeros sintéticos
disenados para futuras aplicaciones con diversos fines
terapéuticos (terapia génica, nuevos antibiéticos, etc.)
como también en transfusiéon sanguinea (enmascara-
miento de antigenos eritrocitarios).
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