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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CRIOPROTECTORA
DEDOS ALMIDONES DE YUCA SOBRE CELULAS
MONONUCLEADAS DE SANGRE DE CORDON
UMBILICAL

EVALUATION OF TWO MANDIOCA STARCHES AS
CRIOPROTECTORS OF MONUCLEUS UMBILICAL
BLOOD CORD CELLS

RESUMEN

La presente investigacién tuvo con fin evaluar la
posibilidad de cambiar el hidroxietil almidén HES,
crioprotector convencional, por dos clases de almidones
de yuca producidos por una industria nacional. El estudio
verifico la influencia de los almidones en la concentracion
de hidrogeniones del medio sanguineo y su estabilidad
en un ambito que contiene enzimas amilasas y un
alto contenido de células mononucleadas, como lo
es la sangre de cordén umbilical. Por ultimo, evalué
la viabilidad de las células mononucleadas seis meses
después de una criopreservacion con cada almidén a
-80°C, teniendo como patrén de comparacion el HES.
En los resultados, se observd que la sangre de cordén
umbilical, fuera del organismo por 30 minutos, puede
mantener el pH, aunque el valor se afecta méas con los
almidones de yuca que con el HES. A pesar de que el
almidén es muy similar al HES, en cuanto a estructura
molecular, éste es mas resistente al ataque enzimatico
de las amilasas. En la ultima etapa, se corrobor6
que el HES mantiene una viabilidad celular del 70%,

I Profesional en Quimica Industrial, U.D.C.A, Carrera 55
No152-40 torre 4 apto 104 baibis2004(@yahoo.com.ar

2 Médico, Hospital Militar Central, Servicio Hematologia
especial, bospinoc@hotmail.com

3 Bacteridloga y Profesora de Microbiologia, Hospi-
tal Militar Central, laboratorio de Quimica Médica,
mihos@colomsat.net.co.

Bibiana Ortiz Trujillo’
Benjamin Ospino?
Miosotis Trujillo®

pero los almidones de yuca, por la influencia sobre la
concentracion de hidrogeniones, causan muerte celular
y evitan la formacién de cristales que lisan las células,
pero disminuyen al pH a un valor letal para las células. Se
concluy6 que la amilopectina de los almidones de yuca,
con algunas modificaciones en su estructura, como
las del tipo hidroxietilacién, puede llegar a funcionar
como crioprotector para las células mononucleadas en
medio sanguineo, siempre y cuando se controle su baja
modificacién del pH.

Palabras clave: Crioproteccién, hidroxietil almidén,
almidén de yuca, reolégicas.

SUMMARY

This research determined the possibility to change the
hydroxyethyl starch (HES), conventional crioprotector, for
two sorts of mandioca starches made by national industry.
The study verified the influence of the mandioca starches
on the hidrogenions amount in blood and confirmed the
estability of starches in umbilical cord blood envelop and
established its molecular stability inside a medium with
amylases enzymes and mononuclear cells such as the
umbilical cordon blood. The mononuclear cells viability
six months after being criopreservated with each starch
at -80°C, using HES as a reference or standard, was also
assessed. Results showed that the umbilical cord blood,
outside the organism for 30 minutes is more affected
by the mandioca starches than by HES. In spite of the
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similar structure of the mandioca starch and HES, the
latter one is more resistant in the blood environment to
the enzymatic attack of amylases because of its modified
structure, therefore it is more resistance to withstand
the blood conditions. It was corroborated that HES
was able to keep the mononuclear cell viability over
70%, but mandioca starches did not, because of their
influence on the pH which became lethal to cells. It was
concluded, that the amilopectine of mandioca starches
with some modifications in its molecular structure such
as hydroxyethylation could work as a crioprotector
for mononuclear blood cells, provided that the pH is
controlled.

Key words: Crioprotection, hydroxyethyl starch, mandioca
starch, reologies.

INTRODUCCION

Conforme a lo encontrado por Cuéllar & Falabella
(2004), la sangre del cordén umbilical contiene células
mononucleadas, entre las que se encuentran las células
madre que se criopreservan, se cultivan y, finalmente, se
utilizan en transplantes de médula 6sea para pacientes
con leucemia.

En el tema de criopreservacion, los hallazgos de Ramman
& Mohanty (2003) definen dos clases de procedimientos:
uno, cuando la temperatura de criopreservacién es de
-80°C, donde se reduce la actividad metabdlica y se
pueden almacenar los tejidos por un ano y, el segundo,
si la temperatura de criopreservacion es de -140°C,
cuando se detiene toda actividad catalitica y se habla
de preservacién efectiva por varios anos. En ambos
procedimientos, la principal barrera que debe superar
el proceso es la causada por el agua, por presentar
una propiedad fisicoquimica especial, existente tanto
en el plasma sanguineo como en el interior celular. Su
densidad en estado liquido es mayor que la densidad
del sélido, de tal modo que la masa de agua sdlida
o congelada ocupa mayor volumen que en estado
liquido. Murray & Gonzalez (2004) ratifican que cuando
el agua del plasma y del interior celular se congela, se
forman cristales de gran tamano capaces de romper y
de lisar la célula, es decir, causar la muerte celular; sin
embargo, cuando se disuelven solutos en el agua, el
punto crioscépico disminuye, proporcionalmente, al
numero de moles de soluto agregado, sin formar estos

cristales. De acuerdo con Thomas & Frances (2004) es
importante escoger el soluto adecuado para disminuir
el punto crioscépico sin alterar el equilibrio osmético.
Para evitar la formacién de hielo sin alterar el equilibrio
osmoético, se han usado anticongelantes, més conocidos
como crioprotectores.

El crioprotector mas utilizado es el dimetil sulféxido
(DMSO), un solvente con alto poder de penetracion.
Segln los hallazgos de Galmes & Besalduch (2003)
y més adelante el estudio de Shuyang & Woods
(2004), se comprueba que el DMSO actta entrando
en la célula, aumentando la concentracion de solutos
intracelularmente y, de esta manera, descendiendo el
punto crioscépico. Sin embargo, a nivel extracelular,
no resulté tan efectivo, ya que al adicionar més dimetil
sulféxido para que funcione intra y extracelularmente,
se aumenta la concentracién de éste en el medio
sanguineo, lo cual conlleva a un efecto téxico que hace
que no todas las células sobrevivan a la criopreservacion.
Para solucionar este problema, como crioprotector
extracelular, se ha venido utilizando el hidroxietil
almidén (HES siglas en inglés hydroxyethyl starch). El
HES es un almidén modificado de alto peso molecular,
el cual se prepara a partir de un almidén ceroso
(95% amilopectina), con grupos eterhidroxietil que
incrementan la solubilidad en el agua, por la facilidad de
la formacién de puentes de hidrégeno; ademés, estos
sustituyentes, evitan una hidrélisis enzimatica répida.
Para Gallandat & Siemons (2000), el HES resulta ser
un coloide sintético, que a diferencia de las soluciones
de almidén naturales, las cuales son muy inestables
en el plasma al ser rapidamente metabolizadas por las
amilasas, permite retardar esta hidrolisis, confiriéndole
una gran estabilidad a la solucién en el tejido sanguineo.
Ademas, acorde con el andlisis de Boldt & Haisch (2002),
por su similitud molecular con el glucégeno, el HES no
es toéxico.

Muchos investigadores han realizado diferentes estudios,
con el objeto de aumentar la viabilidad durante la
criopreservacién. Una investigaciéon realizada por
Kehuan et al. (1994), en la cual las células de la médula
Osea fueron criopreservadas en dos medios, uno con
DMSO, HES y albimina y el otro usando solo el DMSO
y serina a —196°C, por el término de un mes, revel6
que la recuperacion celular y la viabilidad es maés alta
en las células congeladas con HES, DMSO y albumina,
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que utilizando solo el DMSO con serina. Después
de ser criopreservadas, las células se cultivaron y las
que mas proliferaron fueron las criopreservadas en el
primer medio. Los anélisis de este estudio demuestran
que el uso del HES reduce la aglutinacién celular
que se presenta solo con el DMSO y que la albimina
proporciona una gran estabilidad celular. Con el HES,
albamina y DMSO la viabilidad fue del 70%. También se
concluyé que el papel de los crioprotectores no es solo
prevenir el dano durante el congelamiento sino también
en los procesos de descongelamiento. El inconveniente
del HES es que se trata de un producto costoso, no
elaborado en Colombia y al ser importado, se eleva mas
su precio. Hasta el aho 2006, no se han realizado otros
estudios en los que se pretenda utilizar diferentes tipos
de almidones como crioprotectores.

Dentro de los avances en la criopreservacién, se
destaca la investigaciéon de criopreservacién y de
descongelacién programada versus no programada.
En este punto, sobresale el estudio de Solves & Larrea
(2000), quienes realizaron una investigacién, en la
cual, muestras de sangre de cordén, divididas en dos
grupos, se criopreservaron con protocolos distintos. El
primer conjunto, se congel6 a -80°C diminuyendo la
temperatura a una velocidad controlada de 1°C/min vy,
el otro conjunto, se congel6 sin programacién a -80°C
directamente en un congelador Koxka. Después de 24h,
se pasaron ambas muestras a un tanque de nitrégeno
liquido a —180°C y a los siete dias las muestras se
descongelaron en bano de agua caliente a 37°C. Para
las células congeladas con un proceso programado de
congelacién, la viabilidad fue del 71% y para las que

siguieron una congelacién no programada, la viabilidad
fue del 69,5%. Los resultados difieren en 1,5%, por lo
que no se justifica la criopreservacién programada.

De las muchas clases de almidones existentes, el
almidén de yuca manifiesta algunas caracteristicas
similares al HES en los comportamientos reolégicos,
es decir, por las caracteristicas que presentan sus
soluciones, posterior a la exposicion a las altas presiones
y temperaturas. Esto resulta relevante, ya que todos los
crioprotectores, en el paso previo a la criopreservacion,
la esterilizacién, se someten a estas altas presiones y
temperaturas. Un trabajo muy extenso sobre la reologia
de todas las clases de almidones, incluso almidones
con modificaciones moleculares y donde se encuentra
extensa informacién con énfasis en la retrogradacion,
fue el realizado por Whistler & Paschall (2003), hallando
valores que prueban la similitud existente entre las
caracteristicas fisicoquimicas del almidén de yuca y el
HES; éstos parametros se incluyen en la tabla 1.

Dentro de los beneficios que traeria utilizar el almidén
de yuca como crioprotector esta el de costos. Mientras
que 6g de HES en solucién coloidal de 500ml cuestan
alrededor de US$92, sin tener en cuenta los aranceles
por la importacién, 100g de almidén de yuca, sin
preparacién en su forma de solucién coloidal, solo
cuestan US$2. Otro beneficio es el fomento a las
industrias almidoneras abundantes en Colombia, con
un producto tradicional para una nueva finalidad, la de
criopreservar, por lo que se tendria que producir bajo un
mayor control de calidad. Ademas, no se han realizado
estudios en lo que se pretenda utilizar otros almidones

Tabla 1. Comparacion de caracteristicas fisicoquimicas del HES con el almidon de yuca.

HES ALMIDON DE YUCA
i . Mayor que en otros almidones, como el de
0,
Concentracion de amilosa 95% papa, arroz.
18%. Es la menor si se tiene en cuenta que
Porcentaje de retrogradacion 5% otros almidones, como el de papa, esta en
40%
Poder de hinchamiento 60%- 65% 70%
Temperatura de gelatinizacion 67,5°Ca74°C 58,5°Ca70°C
Porcentaje de solubilidad 60% 40%
Adaptado de Whistler & Paschall (2003).
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diferentes al HES como crioprotectores, por lo que esta
investigacion servira de soporte para futuros trabajos en
este tema (Van der Linden et al. 2005).

El objetivo del presente estudio fue determinar si el HES
puede ser reemplazado por el almidén de yuca en su
funcién como crioprotector, para lo cual se plantearon
las siguientes hipétesis: la primera es que la sangre de
cordén umbilical, adn fuera del organismo, debe poder
amortiguar el pH al adicionarle los almidones de yuca, asi
como lo hace con el HES, en las concentraciones de 3%
y 6%, porque sus estructuras moleculares son similares
y la liberaciéon de hidrogeniones no seria distinta; en
segunda instancia, la degradacién por el ataque de
las alfa-amilasas de la sangre sobre los almidones de
yuca, expuestos en los medios sanguineos pasados
30 minutos a 14°C, no deberia ser significativamente
mayor a la degradacién enzimatica que sufre el HES.
Y, finalmente, si los almidones de yuca al adicionarse
a las muestras de sangre de cordén umbilical por un
periodo de seis meses de criopreservacion presentarian
una viabilidad de las células mononucleadas superior
o igual a la del HES; es posible que dichos almidones
podrian actuar como crioprotectores extracelulares y la
modificacién molecular a través de la hidroxietilacién
no seria necesaria.

MATERIALES Y METODOS

Para esta investigacién, los almidones de yuca utilizados
fueron preparados de manera exclusiva por Industrias del
Maiz S.A., con dos referencias: la primera, 4704, la cual
excluye de su proceso el paso de sulfitacién que confiere
conservacion al almidén y proteccién contra bacterias,
pero a su vez aumenta su toxicidad y el segundo, 160901,
con un proceso de produccién completo. Ambos
almidones conservan las caracteristicas fisicoquimicas
de la variante de yuca expuesta anteriormente. El primer
procedimiento de la investigacién, se basé en el método
potenciométrico descrito en Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater; (American Public
Health Association, 2003), para determinar el efecto
de la adicién de los almidones sobre el pH sanguineo.
Se utilizé un potenciémetro, previamente calibrado,
marca E 516 Titriskop Metrohm Herisau, realizando las
lecturas de pH para cada muestra. El procedimiento,
se llevé a cabo por triplicado y los datos se sometieron
al andlisis estadistico, para determinar si las variables

independientes, los tres diferentes almidones y las
dos concentraciones, tienen efecto sobre la variable
dependiente, el pH del medio sanguineo. Se empleo el
andlisis de varianza, que requiere el estadigrafo F para
determinar estadisticamente el efecto, puesto que la
variacién existente se presenta ya sea por el efecto de
los tratamientos o por el efecto de los errores. Siguiendo
este método estadistico, se hall6 por férmula el F
calculado, el cual se relacioné con el F tabulado, para
conocer si hubo o no efecto (Castillo, 1998).

Las alfa-amilasas de la sangre humana hidrolizan el
almidén, razén por la cual, en el segundo procedimiento
de esta investigacion, se buscé el almidén mas
resistente a la degradacién enzimética en la sangre a
temperatura ambiente (ya que las amilasas se inactivan
durante la congelacién). Para esta etapa, se fija como
temperatura ambiente 14°C, que corresponde a la
temperatura promedio de Bogoté, D.C, la cual se
mantiene constante durante el ano. Sin embargo,
para evitar punto de variacion, se utilizé la incubadora
ajustada a esa temperatura. El procedimiento que se
siguié fue el método de Somogy y para el manejo
del espectrofotémetro, la técnica espectrofotométrica
de Caraway (Faulkner & Meites, 1982). A los datos
corregidos por minimos cuadrados, se les aplicé el
mismo modelo estadistico de la primera etapa, teniendo
en cuenta que es una variable dependiente.

En la determinacién, la viabilidad celular se aplic6 la
técnica de conteo de células en suspensién, publicada
en el Manual de Laboratorio de Microbiologia Bésica de
Bayona (1999). La técnica de criopreservacion, se bas6
en la citada en el trabajo de Day & McLellan (2000). Para
la comprobacién de la viabilidad celular, se prepararon
tres muestras de sangre de cordén umbilical con DMSO
al 10%, con las tres diferentes soluciones de almidones,
previamente esterilizadas, para una concentracién
final de 3% y dextrosa al 5%. Sin dejar las soluciones a
temperatura ambiente, se llevaron al congelador a —-80°C
durante seis meses. Pasado este periodo, las muestras
se descongelan por bano a 37°C y se realizé conteo
en la cdmara de Neubauer. Se aplicé el mismo diseno
estadistico descrito anteriormente.

RESULTADOS Y DISCUSION

La modificacién de pH en el medio sanguineo por
adiciéon de almidones es un resultado del cual no se
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tenia informacién previa, por lo tanto, no se puede
comparar con investigaciones anteriores pero si en
relacion al patrén HES, crioprotector por excelencia. La
modificacién del pH por adicién de los dos almidones
de yuca y la correspondiente variaciéon por adicién
del HES, se muestran en la tabla 2. Por los valores
obtenidos, se pudo apreciar que la sangre de cordén
umbilical fuera del organismo ejercié un efecto buffer
y controlé la concentracién de hidrogeniones que
aportaron los almidones, debido a que contiene sales
que contribuyen a regular el pH (Campbell & Farrel
(2006). Sin embargo, se observd que con la adicién
de las soluciones de almidén al 6%, la lectura del pH
marcé un valor que, bioquimicamente, estd muy lejos
del valor normal de pH en la sangre (Bishop & Fody,
2004); la concentracion de 6% resulté ser nociva para
las células sanguineas, ya que generé problemas de
acidosis. No sucedi6 ésto con la concentracién de 3%
del almidén 4704 y del HES; la modificacién del pH
se dio pero en menores proporciones. En esta primera
etapa de la experimentacion, se tuvo especial cuidado
con el control del tiempo y la toma de lecturas, porque
la sangre a mayor tiempo fuera del organismo y con la

Tabla 2. pH de la sangre luego de adicionar los almidones.

adicién de sustancias se hemoliza, como lo mencionan
Aulesa et al. (2002). Esto significa que los eritrocitos se
rompen, se libera hemoglobina al plasma y asi se pierde
el equilibrio de hidrogeniones, afectando los valores de
pH que varian drasticamente, luego de que ha ocurrido
este fendmeno. Se control6 el tiempo entre la adicién
de los almidones y la toma de las lecturas para evitar la
hemdlisis y asegurar que el efecto de la variaciéon de pH
se debiera inicamente al aporte de hidrogeniones de
los almidones. Se comprobé que de los tres almidones,
el HES es el que menos altera el pH por su estructura
molecular, pues es un almidén modificado que se
prepara a partir de la amilopectina de otros almidones,
mediante la introduccién de grupos hidroxietil éter a las
unidades de glucosa. Especificamente, el HES presenta
sustituyentes hidroxietilados (-O-CH,-CH,-OH) en los
carbonos dos, tres y seis, a manera de ésteres. De esta
manera, el efecto inductivo es menor en comparacién
con el del almidén natural y asi al HES le es menos
facil ceder hidrogeniones al medio, con relacién a los
almidones de yuca y, por lo tanto, no acidifica el medio
sanguineo, como lo hacen los otros almidones.

Concentracion ALMIDONES
4704 160901 HES
3% 7,22 7,35
6% 6,94 7,06 712

El almidén 4704, en la concentracion de 3%, disminuy6
en muy baja proporcién el pH, debido, probablemente,
a que contiene mas amilopectina que amilosa, es decir,
tiene una estructura més acorde con la del HES, a pesar
de no tener sustituyentes en las unidades de glucosa.
Se concluyé, que la estructura de amilopectina afecta
menos el pH del medio al que se le adiciona y, por
ende, es més conveniente que la estructura de amilosa.
Este factor podria ser clave para préximos estudios
de criopreservaciéon que se requieran hacer con otros
polimeros, ya que las estructuras ramificadas, como
la amilopectina, pudieran ser de alguna manera mas
inertes respecto al medio, que las estructuras lineales,
como lo es la amilosa.

En la etapa final del estudio, se tuvieron muy en cuenta
los cambios del pH, porque corresponden a un factor
importante que influye sobre la viabilidad celular. Si se
tiene un medio muy acido o muy basico, las células
que se encuentren en él mueren. Estadisticamente,
se corroboré que la influencia en el pH fue dada por
la concentracién de almidén adicionado mas no por
el tipo de almidén; lo anterior se pudo comprobar, al
analizar Gnicamente la variacién del pH respecto de la
concentracion de almidén adicionado. Para este caso,
si hubo diferencia estadisticamente significativa, ya que
el F calculado correspondi6é a 12,7, mientras que el
tabulado fue de 4,66. Los anélisis de la variacién del pH
respecto de los tipos de almidén adicionados, sin tener
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en cuenta las concentraciones, no mostraron un efecto
estadistico; el F calculado fue de 1,15 mientras que el
tabulado fue de 4,1.

En la segunda etapa, la concentracién inicial de los
almidones en cada muestra de sangre, se calculé en
30000ppm. Ulterior a una exposicién de 30 minutos
a 14°C, se obtuvo una concentracién final por encima
de las 23000ppm para el HES y para los almidones de
yuca, concentraciones por debajo de 20000ppm; esto
se debid a que la sangre contiene enzimas del tipo alfa
amilasas que degradan almidones (Higgins, 2007). Por
lo tanto, el almidén mas resistente a la degradacién fue
el HES, mientras que los almidones de yuca presentaron
susceptibilidad a la degradacién por las alfa amilasas en
proporcién mayor a la del HES.

Con el apoyo de los conocimientos consignados en
la bioquimica de Stryer et al. (2003), se analiz6 el
fenébmeno llamado impedimento estérico que, para este
caso, debido a los sustituyentes hidroxietilados en los
carbonos dos, tres y seis que presentan las unidades
de glucosa en el HES, hubo impedimento de acceso
por parte del HES hacia la enzima alfa amilasa. Por esta
razén, no se hidrolizé el HES con la misma velocidad con
se hidrolizaron los otros almidones, ya que le fue dificil
ingresar al enlace glucosidico entre los carbonos uno y
cuatro de las unidades de glucosa del HES. En el caso de
los almidones de yuca no hubo obstéculo a la alfa amilasa
y se pudo realizar la hidrélisis sin impedimento estérico,
puesto que no habia sustituyentes. No se determiné la
influencia de la resistencia a la degradacién respecto
de la efectividad en la criopreservacién; esta etapa
fue disehada para dar una orientacién a los médicos
del tiempo maéaximo, en el cual las muestras podrian
estar a temperatura ambiente antes de ser llevadas
al congelador. La idea principal es que no se formen
grandes cristales de hielo, lo cual se puede conseguir
mientras se tengan moléculas en el plasma que impidan
este tipo de cristalizaciéon. A mayor volumen o tamano
de la molécula mayor distorsién en las condiciones para
la formacién de estos grandes cristales. Gracias a los
trabajos sobre expansor de volemia de Entholzner et al.
(2000), se sabe que las partes pequenas del HES son
eliminadas por via renal en 72 horas. Las moléculas
mas grandes son hidrolizadas por «c-amilasa sérica en
moléculas més pequenas y después son eliminadas en
orina, pero tiene una persistencia vascular de 12 horas
con una disminucién progresiva del efecto de volumen

hasta las 24h. De acuerdo a lo anterior, se comprendio
el por qué el HES tuvo una buena duracién en el medio
sanguineo, lo que no sucedi6 con los almidones de
yuca. En esta segunda etapa, se tomé la decisiéon de
no exponer las muestras de sangre con los almidones
a temperatura ambiente por mas de 30 minutos, si no
que se llevaron directamente al congelador. De nuevo, en
el correspondiente soporte estadistico, se obtuvo como
resultado que el F calculado es de 8,63 y el F tabulado
fue de 3,27, indicando un efecto de esta variable,
tipos de almidén, sobre la concentracién de almidéon
remanente en el plasma; esto significa que el HES
puede permanecer a temperatura ambiente dentro de la
muestra de sangre sin que una inmediata congelaciéon
sea imperativa para evitar su degradacién, mientras
que para los almidones de yuca es indispensable la
congelacién inmediata si no la molécula se degrada y
pierde su funcién. Esta prueba y anélisis, no disefiado
para determinar la viabilidad celular, fue aplicado desde
el punto de vista de utilidad del almidén como polimero
que evitaria la formacién de cristales de hielo. De hecho,
no es recomendable dejar las muestras de sangre a
temperatura ambiente por varios minutos antes de la
congelacién sin crioproteccién, ya que hay diversos
factores, como la precipitacion celular, las secreciones
celulares y los procesos de coagulacién, que empiezan
a influir en dicha viabilidad.

En la ultima etapa, la viabilidad de las células
mononucleadas posterior a los seis meses de
criopreservacion a -80° C, revel6 resultados que se
ilustran en el grafico 1. Para los almidones de yuca
referencias 160901 y 4704, la viabilidad fue muy baja,
menor al 10%, en comparacién con la viabilidad obtenida
con el HES. Kehuan et al. (1994) comprobaron que una
criopreservaciéon con HES, albimina y DMSO a -140°
C por seis meses arroja como resultado una viabilidad
celular del 70%. En este estudio, a -80°C utilizando HES,
DMSO y dextrosa, se obtuvo un resultado muy cercano,
68%, lo que no sucedi6 con los almidones de yuca. La
interpretacion de este resultado ligd la primera etapa de
la experimentacién con la Gltima, es decir, la relaciéon que
tuvo la estabilidad del pH respecto de la viabilidad celular.
Se observé como el HES presenté ventaja con relacion
a los otros almidones por su baja influencia en el pH
del medio sanguineo, indicando que los almidones de
yuca crearon un medio &cido, lo cual generé mortandad
celular y aunque pudieran impedir la formacién de
grandes cristales de hielo durante la criopreservacion,
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no protegieron las células por la acidosis del medio. Sin
embargo, en la primera etapa, el almidon de yuca 4704
al 3%, acidul6 el medio solo 0,05 puntos mas que el HES,

lo cual hizo pensar que los resultados de porcentaje de
células vivas criopreservadas, con este almidén, debieron
ser similares a los del HES, pero no fue asi.

80
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40
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o L]
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4704

160901
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Grafica 1. Viabilidad celular sometida a criopreservacion durante seis meses.

Como el almidén de yuca 4704 comparte factores
estructurales con el HES, por poseer estructuras de
amilopectinas en la concentraciéon de 3% acidularon
muy poco el medio sanguineo, lo que condujo a
plantear dos conclusiones: la primera, que el margen
de diferencia en la modificaciéon del pH del medio fue
critica, tan solo 0,05 puntos después de un valor de 7,35,
ocasioné una mortandad celular, por la concentracion
de hidrogeniones. En segundo lugar, se corrobor6 la
importancia de la hidroxietilacién para que el almidén
cumpliera con las condiciones de crioprotector. Los
resultados obtenidos en la segunda etapa representaron
una orientacién para completar el procedimiento
experimental de la tercera, sin afectarla. Las muestras
no se dejaron a temperatura ambiente sino que se
ingresaron rdpidamente al congelador, antes que los
almidones de yuca pudieran ser hidrolizados, de esta
manera, el efecto sobre la viabilidad no estaria interferido
por este factor.

Como el HES fue el Gnico polimero que criopreservé un
alto porcentaje de células vivas hasta el final del ensayo,
se determiné que la influencia de la amilopectina de la
yuca sobre el pH incidi6é directamente sobre la viabilidad

de las células de manera critica y directa. Del valor del
pH sanguineo normal, (7,4) solo se puede acidular 0,05,
es decir, hasta 7,35 por ser éste el valor maximo de
concentracion de hidrogeniones tolerado por las células
mononucleadas (Springhouse Publishing Company
Staff, 2006). El andlisis estadistico sirvi6 de base para
esta conclusién: el F calculado fue de 30,77 mientras
que el F tabulado fue de 4,1, lo cual que indicé que
existid6 un efecto estadisticamente significativo de los
tipos de almidén utilizados sobre la viabilidad celular.

CONCLUSIONES

Los almidones de yuca afectaron el pH de la sangre de
cordén umbilical y no resistieron el ataque enzimaético, por
lo cual, no se consideran adecuados para criopreservar
células mononucleadas de sangre de cordén umbilical.

Para estudios posteriores relacionados con el uso del
efecto de polimeros sobre células en medio sanguineo,
se deben tener en cuenta varios elementos. El primero
es que polimeros con estructuras ramificadas que
puedan ceder hidrogeniones tienen menos interaccién
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con el medio externo, lo cual es benéfico para las células,
porque hay menos modificaciones de las condiciones
y se afectaria en menor medida a las células. Una
segunda conclusién es que el pH del medio sanguineo
es un parametro critico que afecta directamente la
viabilidad de las células mononucleadas en la sangre
de cordén umbilical. Una sugerencia es el empleo de
otras soluciones, como buffers, que pueden ayudar al
mantenimiento del pH en el medio sanguineo para evitar
la consecuente mortandad celular. Se evidencié también
la importancia que el polimero tenga una estructura
molecular con una configuracién apropiada que genere
impedimento estérico y asi evitar su hidrélisis por parte
de enzimas que se encuentren en el medio.

Se sugiere continuar con el estudio, buscando disenos
de procesos industriales para hidroxietilar los almidones
de yuca, en las industrias de almidén. En las formas
de produccién que se excluyan pasos como del de la
sulfitacion y se corrijan factores para hacer del almidén
de yuca un polimero que cumpla con las caracteristicas
de bajo nivel de toxicidad hacia las células y conserve la
versatilidad para su uso, es decir, facilidad de esterilizacién
y fluidez y, todo esto, sin perder la principal funcionalidad
de un crioprotector, la de evitar la formacién de grandes
cristales de hielo.
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