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Los policationes son oligémeros o polimeros de origen natural o sintético, portadores de gran cantidad de cargas
positivas a pH 7.4. Muchos de estos policationes son utilizados como agentes de vectorizacion en terapia génica o
para promover la resorcion de medicamentos a través de barreras biolégicas. Sin embargo, no esta clara la relacion
entre sus propiedades macromoleculares y las interacciones con los componentes de la sangre (portadores de cargas
superficiales negativas), desconociéndose su mecanismo de bio-interaccion. Estudiamos la biorreactividad de dos
copolimeros: Semo B86 (estadistico) y Semo B124 (palm-three), seleccionados para tener secuencias cargadas
positivamente separadas de segmentos de polietilenglicol en diferentes lugares. La técnica de difractometria laser
(Eritrodeformetro) fue utilizada para evaluar las alteraciones en las propiedades reoldgicas de los eritrocitos tratados
con estos policationes. Se analizaron las intensidades de Forward Light Scattering (FS) y Side Light Scattering (SS)
(citémetro de flujo Coulter EPICS XL-MCL) para analizar la morfologia y la granularidad de los eritrocitos. Los
resultados muestran que el copolimero palm-three altera en mayor grado algunos de los parametros reoldgicos
investigados y por citometria de flujo no se evidenciaron cambios en la morfologia celular. Esto hallazgos podrian ser
de utilidad para entender mejor los mecanismos de la interaccion de los policationes con la membrana eritrocitaria
humana y perfeccionar su aplicacién en Clinica Médica.
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Polycations are oligomers or polymers of natural or synthetic origin, which bear a great number of positive charges at
pH 7.4. Several of these polycations are nowadays used in medicine for human and veterinary purposes. However,
there are no clear relationships between macromolecular features of polycations and their interactions with blood
elements (which bear superficial negative charges); their bio-interaction mechanisms are not well known. We study
the bioreactivity of two copolymers: Semo B86 (statistic) and Semo B124 (palm-three), selected with the purpose of
having positively charged sequences separated from polyetilenglycol segments at different places. The laser
diffractometry method (Erythrodeformeter) was used to evaluate the rheological properties of erythrocyte treated with
these polycations. Forward Light Scattering (FS) and Side Light Scattering (SS) intensities (Coulter EPICS XL-MCL
Flow Cytometer) were analyzed to detect any change in erythrocyte morphology and cellular granularity. Results
show that the palm-three copolymer affects some of the rheological parameters investigated significantly. Flow
cytometry has not evidenced any change of the morphological parameters of the isolated blood cells after their
incubation with the polycations. These findings will be useful to better understand the mechanisms of polycation
interaction on human erythrocyte membrane and to enlarge their potential in medicine.
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los estudios hemorreol6gicos muestran que las
alteraciones en estos parametros son indicadores
confiables de las caracteristicas de no biocompatibilidad
del biomaterial .

Los policationes son oligdmeros o polimeros
organicos de origen natural o sintético portadores de
gran cantidad de cargas cationicas a pH neutro y tienen

I. INTRODUCCION

Los estudios de biocompatibilidad son de indudable
importancia para la aplicacion de los biomateriales en
biomedicina®. Este término no sélo significa la
ausencia de un efecto citotéxico, sino también un efecto
positivo en el sentido de la biofuncionalidad.

Debido a que la sangre es muy sensible a la
presencia de sustancias extrafias, los analisis de hemo-
compatibilidad constituyen una parte importante en la
evaluacion de la biocompatibilidad . Los resultados de

228 - ANALES AFA Vol. 20

pesos moleculares que van desde algunos cientos hasta
varios miles de Daltons ® ®. Habitualmente, se utilizan
en clinica como medicamentos 0 excipientes de
formulaciones de principio activo, estudiandose su
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nueva aplicacién como vector en terapia génica o agente
susceptible de aumentar la difusion de medicamentos.

En este trabajo se estudia la biocompatibilidad sobre
la membrana del glébulo rojo (GR) de dos copolimeros:
Semo B86 (estadistico) y Semo B124 (palm-three),
seleccionados a fin de disponer de una secuencia
cargada positivamente separadas por segmentos de
polietilenglicol (PEG) destinados a prevenir la
opsonisacion y a asegurar la estabilidad fisica de los
GR®.

Los estudios de biocompatibilidad se llevaron a cabo
mediante la evaluacion de las alteraciones producidas en
las propiedades mecanicas y en la morfologia de los GR
debido a la interaccion con los policationes. Se
analizaron las alteraciones en los distintos parametros
celulares segun las caracteristicas y concentracion de los
policationes utilizados.

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

R

Mn MAPEG: 455; Mn seq. P(DMAEMA): ND;
FwDMAEMA: 26.5 %; F¢: DMAEMA : 51.1;
Mn (GPC): 29 100; Mw/Mp, : 1.56

Semo B86

Copolimero palm-three P(DMAEMA)-b-P(MAPEG)

Semo B124 — '5

Mn MAPEG: 3 050; Mn seq.; P(DMAEMA): 16 500
FwDMAEMA: 52.0 %; F¢DMAEMA 95.0 %;
Mn (GPC)®: 30 700; Mw/Mp 1.23

Figura 1: Arquitectura y propiedades macromoleculares de
los policationes.

Il. MATERIALES Y METODOS

1.1 Suspension de glébulos rojos

Las muestras de sangre provenientes de dadores
sanos, fueron recolectadas en recipientes estériles
conteniendo EDTA como anticoagulante, almacenadas a
4°C y analizadas dentro de las 24 hs. La muestra fue
centrifugada (1100g, 25 °C, 5 min) y luego de descartar
el plasma, los GR fueron lavados tres veces con buffer
fosfato salino (PBS) (K,HPO,; 1.4mM, KCI 2.7mM,
Na,HPO, 10 mM, NaCl 137 mM, pH = 7.4, 295 + 8
mOsmol/kg). Finalmente, se preparé una suspension de
GR al 12 % (v/v) en PBS.

1.2 Policationes estudiados

Se utilizaron soluciones de los policationes Semo
B86 y Semo B124 ' ®© cuya estructura y propiedades
se muestran en la Fig. 1. Dichas soluciones fueron
preparadas a las concentraciones 2, 50 y 250 pg/ml en
PBS.
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Semo B86 es un copolimero de P(DMAEMA)-b-
P(MAPEG) con estructura estadistica, donde las
secuencias PEG estan insertadas en forma aleatoria a lo
largo de la cadena del polication.

Semo B124 es un copolimero de P(DMAEMA)-b-
P(MAPEG) con una estructura “palm-three”, donde las
secuencias PEG estan especificamente insertadas en la
extremidad de la cadena del polication.

1.3 Interaccién entre los policationes y los GR

Se incub6 1 ml de la solucién del polication (2,50 y
250 ng/mL) con 1 ml de una suspension de GR en PBS
al 12% (v/v) a una temperatura de (25.0 = 0.5) °C bajo
agitacion lateral durante 45 minutos. Finalmente se
lavaron los GR 3 veces en PBS para la evaluacion de la
biocompatibilidad.

1.4 Estudio hemorreoldgico

Las determinaciones reoldgicas se realizaron
utilizando el Eritrodeférmetro en régimen estacionario y
dinamico *® @, para ello, 50 n de GR tratados fueron
suspendidos en 4.5 ml de un medio isoténico de alta
viscosidad (22 + 0.5 cp a 25°C), constituido por una
solucién al 5% wi/v de polivinil-pirrolidona (PVP.360
Sigma MW 360 kDa) en PBS. Una capa delgada de la
suspension de GR se coloc6 entre los dos discos
horizontales y concéntricos del Eritrodeférmetro. Se
determinaron los siguientes parametros reoldgicos:

m maodulo elastico de la membrana

h..: viscosidad superficial

ID: indice de deformabilidad

d,y,: desfasaje entre la tension aplicada y la
respuesta del GR a 1 Hz

t,: tiempo de relajacion

G’: médulo de almacenamiento

G”: pérdida dinamica

h’, h”: componentes de la viscosidad compleja

1.5 Citometria de Flujo

La morfologia de las células se analizé utilizando un
citometro de flujo, el cual permite registrar las
intensidades de luz dispersadas lateralmente Side Light
Scattering (SS) y hacia delante Forward Light Scattering
(FS) para miles de células de una misma muestra. Los
valores de FS dependen del tamafio de las células,
mientras que los de SS dependen de la granularidad y
transparencia de las mismas*?.

Se prepar6 una suspension diluida de GR en PBS al
0.05 % (v/v) y se introdujo en un citometro de flujo
Coulter Epics XL-MCL, midiéndose los valores de FS y
SS para 100.000 células de cada muestra. Los datos
fueron analizados con el programa WinMDI (Version
2.8), determinandose los valores de la media geométrica
correspondientes al pico principal y al pico secundario.

ll. RESULTADOS Y DISCUSION

En las figuras 2, 3, 4 y 5 se observa una diferencia
en la alteracion producida sobre la membrana del GR
por los dos policationes estudiados. En la tabla 1 se
muestra un resumen de las alteraciones de los
parametros reoldgicos estacionarios y dinamicos para el
tratamiento con cada polication.
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Los analisis hemorreologicos demuestran que los dos
policationes estudiados, producen alteraciones de las
propiedades mecanicas de la membrana ligeramente
diferentes: el polication Semo B124 muestra una mayor
citotoxicidad demostrada en la alteracion de la
viscosidad superficial de la membrana del GR, en el
mddulo de almacenamiento y en los valores del
desfasaje entre la tension de corte aplicada y la
respuesta del GR.
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Figura 2: Indice de deformabilidad eritrocitaria.
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Figura 3: Modulo elastico de la membrana eritrocitaria.
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Figura 4: Viscosidad superficial de la membrana eritrocitaria
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Figura 5: Desfasaje entre la respuesta del GR y la tension de
corte oscilante obtenidas en régimen dinamico para 1 Hz de
frecuencia.

Los resultados muestran que los GR incubados con
el policatién Semo B86 presentan un aumento de los
valores de FS en forma proporcional con la
concentracion del polication respecto del control. En
cambio, para el polication Semo B124 la mayor
variacion se observa para las concentraciones extremas
(Fig. 6). Estos aumentos en el valor medio del pico
principal (GMean) en el histograma de FS estarian
relacionados con un aumento en el ndmero de
microagregados (dobletes) de dimensiones levemente
superiores a las de la célula individual. Para el caso del
Semo B86, estaria claramente de acuerdo con un
aumento de la agregacion debido a la disminucion de la
carga superficial del GR por la unién del polication. En
cambio, para el Semo B124, esta misma relacion no se
puede establecer claramente ya que no hay una
correlacién en el aumento de FS con la concentracion
del policatién.

I Control
15007 [ 1es6
| I B124
1400+
1300+
; |
1200+
11004
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Figura 6: Valores medios del pico principal del histograma

correspondiente a los valores de FS obtenidas mediante
citometria de flujo.
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TABLA 1: PARAMETROS REOLOGICOS

Alteracion de Parametros Reologicos. Comparacion con los valores normales
Caracteristicas del . . . . . . .
s Régimen Estacionario Régimen Dinamico
Polication
ID I h d;y, t, G’ G” h h
Copolimero “Aleatorio”
B86 ) )
- 74 % de densidad de PEG por Sin Sin Sin sin Sin Sin Sin Sin Sin
cadena polimérica efecto efecto
~masa de cadenas de PEG: 455| €fecto | efecto efecto efecto efecto | . o) oyl efecto | efecto | . T oyl
Copolimero “Palm three”
B124
- 48 % de densidad de PEG . . .
por cadena polimérica Sin Sin eélcnto ef?elcnto Sin si Sin Sin eélcnto
;,g;,%sa de cadenas de PEG: efecto | efecto Co< songiml | Ce.< 250 mymi efecto efecto | efecto Com 2 myml
Cec: concentracion del polication ; 1: excepto
7- Pantoustier N., Moins S., Wautier M., Degée P.,
IV. CONCLUSIONES Dubois P. Chem Comm 3, 340-1 (2003).
Los resultados reologicos muestran un diferente 8- Ydens S., Moins F., Botteman P., Degée P., Dubois P.
nivel de biocompatibilidad de los policationes Semo E-Polymer 39, 1-7 (2004).
B86 y Semo B124 con los gl(’)bulos rojos humanos. 9-  Pirotton S., Muller C., Pantoustier N., Botteman F.,
Las determinaciones por citometria de flujo ([:)olt:met F?" GRra”df"\|/|5 Cph Dand;fosse G"laggei;'g'
muestran que el polication Semo B86 produce una (2%03')5 » Raes M. Pharm. Res. 21, )
mayor alteracién en el FS comparada con la que 10- Riquelme B, Valverde J. Rasia RJ. Biorheology,
produce el tratamiento con el Semo B124 donde el 35(4,5), (1998).
comportamiento aln no estaria claro. Este aumento 11- Riquelme B., Rasia R.J. ANALES AFA 9, 255-259
en los valores de FS podria deberse a la presencia de (1997).
una poblacion de dobletes celulares mayor que la 12- Wagner, F., Flegel, W.A. Infusion therapy and

normal.

El presente estudio contribuye a un mayor
conocimiento del efecto de los policationes sobre los
GR, lo cual brindaria importante informacion de los
mecanismos  involucrados en la interaccion
polication/glébulo rojo. Estos resultados son de
utilidad para optimizar la biocompatibilidad de
nuevos policationes para futuras aplicaciones
terapéuticas y en transfusion sanguinea.

Estos estudios brindan un mejor conocimiento de
la accién de los policationes sobre los GR, lo que
podria aportar una mayor informacion acerca de los
mecanismos de interaccion involucrados.
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