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REF: ARC 3734

RESUMEN DE IA INVENCION

Hemoglobina reticulada,  polimerizada, soluble en agua, )

libre de estromas y Util en composiciones sustitutas de la

sangre para llevar oxigeno a los tejidos y drganos ¥ e las

composiciones diluyentes del plasma sanguineo. Ia polihemo-

globina se prepara por resccidn de hemoglobina libre de estro- |

mas con un agente reticulante apropiado.

"COMPENTIO DE LA INVENCION

Ia hemoglobina estd presente en la sangre de lows mami-

feros y tiene la propiedad fundamental en solucidn de la oxi-

genacién reversible. En su forma natural, la hemoglobina de

los mamiferos es una proteina no réticulada, conjugals, que

“tiene un peso molecular de 64,500 y estd estructuralrente cong

4itufda por dos parejas de sub-unidades., Cads sub-unidad con-
tiene un grupo heme y una cadena polipéptida denominada glo-

bina. En los mamiferos, la hemoglobina estd presente en eri-

"“trocitos junto con estromas -que estdn constituidos por proted

_nas, fosfolipidos y colesterol. Ia reaccidn de hemoglobina

bovina aislada, conteniendo estromas, con un exceso de gluba-

raldehido para formar un precipitado insoluble ha sido des-

crita en Histochemical J., vol. 2, pdgs. 137 a 150, 1970. &nd

logamente, la reaccidn de proteinas de sangre completa con

glutéraldehido conducente a una cola insoluble en agua ha si-

do descrita en la patenfe estadounidense n? 3.294.564. Ia

.interaccién del coldgeno y gelatina con di-isocianatos y otros
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agentes policopulantes, inclufdos los andehidos, estd descrita~

en las patentes estadounidenses nvms. 2.591.133 ¥ 3.057.782

¥ en Biochemica et Biophysica Acta, vol. 168, pdgs. 341 a 352,

19683 Ia carboxialquilacidn de la globina para uso como dilu=-
yente del plasma‘h@ gido descrita en la pétente esta&qﬁhiden—
se n? 2.719.837; sin embargo, los productos obtenidos en esta
Teaccidn carecen de la capécidad de transportar el oxfg=no ¥y,
en consecuencia, no son de uso general. En la patente estado-
unidense n? 2,527.210 se describe el uso.de hemoglobina para

el tratamiento de las heridas. En las patentes estadovnidenses

nims. 3,000,836 y 3.519.572 se describen preparaciones de san-

gre que tienen utilidad como patrones para la medida ae la.he-

moglobina. Bn la patente holandesa n? 7.404.140 se describe wna
hemoglobina reticulada y soluble en agua que~contiene estromas

para uso como suceddneo del plasma.

. Esta invencidén proporciona hemoglobina rgticulada poli-
merizada, soluble en agua, caracterizada porque la hemoglobina
polimerizada estd exenta de estromas y es capaz de combinarse -
reversiblemente con un ligando. -

Iz invencidn también pr&porciona un procedimiehto para
la preparacién de la hemoglobina reticulada polimerizada, so-
luflg en agua, antes de;crita, que se caracteriza por: separar '
los estromas y los resi&qos celulares de la hemoglobina; hacer
reaccionar la hemoglobina'exenta de estromas resultante, Iiga-

da o no ligada, con un agente reticulante polifuncional que
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" de férmula general poli(Hb

reacciona con los radicales reactivos de la hemoglobina bajo
una capa de-un gas apropiado ¥y bajo condiciones que dan lugar
a la formacidn .de hemoglobina reticulada, polimerizada, solu-

"

ble en agua; ¥y apagar ia'reaccidn afladiendo un desactiv;ﬂo:-del

agente reticulante's la mezcla de reaccidn.

Ta invencidn proporciona ademds composiciones fammacéu~

ticas que comprenden un suceddneo de lz sangre o un diluvyente

“del plasms sangulneo en.mezcla con un vehiculo fisiologiczuente
-aceptable, caracterizadas porque el suceddneo o diluyente es la
?,,.hemoglobina reticulada polimerizada, soluble en agua, antes des-

. erita.. .

Tos términos 'hemoglobina polimerizada", "hemoglobina
reticulada" y "hemoglobina maéromoleculap“ son sustitufdos en
adelante por el término "poli—heméglobina" ¥y, para esta inven-~

cidn, se consideran equivalentes los términos Yhemoglobina po~

limerizada", "hemoglobina reticulada®, "hemoglobina macromole-

cular" y "poli-hemoglobina®". Por poli-hemoglobina se entiende

"~ por lo menos un tetrdmero de hemogiobina,_Hb4, reticulado dentro

del tetrdmero o por lo menos con otro heme que confenga la hemo-

‘globina mondmero, Hb, para formar el compuesto macromolecular

)n’ donde Hb es la hemoglobina mond-
mero y n vale de 4 a 60, habitualmente de 8 a 30.
Ta polihemoglobina de la invencién es soluble en los 1i-

quidos acuosos con un pH de 6 a 9 y en los humores fisioldgicos.

. Ia polihemoglobina tiene un peso molecular de 64.000 a 1.000.000

-4 -
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y la propiedad en solucidn de combinarse reversiblemente con
ligandos gaseosos en una proporcién de hasta 60 micromoles de

ligando por gramo de polihemoglobina, es declr, 1a capacldad

portadora de ligandos es prdéxima al 100 %. De acuerdo con su

preparaclén, la polihemoglobina presenta wna pre316ﬂ yarcmal
del 1igando a la semi-saturacién de 2,5 a 120 mm Hg a 37 a,

medida a pH neutro yala presidn atmosférica. Las soluciones

ihomos wlohine +ieonan 1mo uwigensidand intrinaenn de ﬂ 04

-
DAPORIHeY Ryt

a 0,16 decilitros por gramo y presentan especiros ultraviole-
ta y visible similares a los de la hemoglobina no ré%iculada.
Ia polihemoglobina, en el estado oxidado cuando su heme hie-

rro es trivalente y la polihemoglobina estd reticulada, poli-

meﬂmmogloblna exenta de estromas, tlene un coeflclenie de

extineidn molar, , & 630 nm igual a 3,5 * 0 4 x 103 en ausen-
cia del ligando heme y un & a 540 igual & 9,5 + 0,5 X 103 para
la policianomethemoglobina exenta- de estromas, - reticulada (poli-
methemoglobina con cianuroc como }igando heme),
Lo polihemoglobina se ﬁrepara a partir de eritrocitos se-
parados de sangre humana recién extraida, sangre completa anti-
cuada o placentas' eritrocitos compactados obtenidos de centros
de donadores humanos; o eritrocitos obtenidos de sangre animal.
La\sangre se extrae en frascos que contienen wn anticoagulante,
se ééntrifuga y se'sép;ra el plasma que sobrenada. la cenfrifu-
gacidn se regliza entre -5°C y 40°C, preferiblemente a 4—600,

durante wnos 5 a 60 minutos y a 650 g a 6500 g, separando ¥
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despreciando el plasma que sobrenada y la capa de color ante.

]

A continuacidn, los glébulos rojds'se lavan en alrededor de 1

& 4 volimenes de solucidn salina frfa, isotdnica o hiperté—

nica, se centrifuga la suspensidén y el liquido que sobrenada

se separa y tira. Jlos glébulos rojos se lavan dos o tres veces

- mds, tirando-las aguas de lavado después de cada centiifuga-

cidn.

™ Lo oL AL e a2 L AT e demand Tl A e cnm el T e T o
L Mo uou0 S UUUEIGLUll USse MAVEILlawe UG Paiviuar pasa -
. -

polimerizacidn incluye el aislamiento de la hemoglobina de los

glébulos esencialmente exentos de desechos celulares y estro-

.' mas.,Lg_separacién de las proteinas y lipidos estromales es

eritica para 1z invencidnrya que su eliminacién elimiha esen.~
cialmente los dafios causados.al rifion. El ppoogdimienfo'para

la obtencidn de hemoglobina exenta de estromas consicte en li-
sar primero las células en alrededor de 1 a 4 volumenes de agua

fris u otras soluciones lisantes tales como soluciones regula-

" doras de fosfato hipotdnicas'y gsolucidn salina hipoténica. Des-

pués de la lisis, se sacude 1é'suspensi6n de glébulos rojos y
se agrega tolueno frio en una proporcidn de alrededor del 16

al 200 % del volumen de las células; haﬁitualménté alrededor
del 10 al 30 % del volumen. Iuego se sacude la mezcla durante

4 é 10 minutos y se deja en reposo a 4-6°C durante 24 a 72 ho-
ras pa¥a producir wna mezcla trifdsica. la capa roja fransparen
te inferior se aisla y centrifuga a 40.000 g-50,000 g durante

60 minutos como minimo, a unos 4-6°¢. Después se separa el 1i~

-6 -
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quido transparente que sobrenada y se filtra a través de un
filtro de tierra de diatomeas. Esta filtracidn elimina cual-
quier trazé de estromas .y pueden utilizarse varios ensayos de
precipitacién conocidos para comprobar si la, hemoglobina esté
exenta de estromasg,

' Tas sales y metabolitos residuales de bajo pééo mole~
cular son separadas de la hemoglobina exenta de sstroﬁés por
d3idlicic Frenta a saluniones regujadoras vatrén o médicamente
aceptableé, Ias soluciones reguladorss adecuadas paré este fin
con el fosfato 0,05 M y la solucién salina fisioldgica regulada
con bicarbonatOS'alcalinos. Ia hemoglobina eienta de estromas
puede ser dializada empleando un equipo comercial como la mini-

planta Dow que whiliza la fibra de diglisis Biofiber £ . 50,

el sistema Kolff que uwtiliza una membrana semipermeable o un

dializador unitario Crom-A—Coil.@D'o membranas de didlisis se~
mipérmeables como celulosa, acebato de celulos@ y membranas

de acetato de célulosa modificado como acetato de N,N-dietilami-
noetilcelulosa y propionato de celulosa.

‘1o didlisis se realiza .a 4~6°C haciendo pasar la solu~
cidn de hemoglobina exents de estromas a través de fibras ce-
lglds?cas huecas, donde la hemogiobiné diglizada frente g una
sdiucién reguladora pasa a lo largo de la parte externa de la
Fibra. En general, las fibras tienen un lfmite de exclusién
que permite el paso de'lbs solutos de bajo peso molecular sin
salida de la hemoglobina. El caudal del fluldo es superior a

-7 -
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1 ml por minuto, preferiblemente a 3-25 ml por minuto, Ia he- .

moglobina exenta de estromas pasa a través de las fibras tres

veces para establecer el equilibrio,

A continuacidn, 1a hemoglobina dlallzada es polimerlzan

da para formar polihemoglobina macromolecular reticulada, so-

‘luble en agua, exenta de estromas. I2 hemoglobina exenta de

estromas para-la reticulacién puede ser hemoglobina con li-

gandns o sin 1igandos, dependiendo de la presencia o ausencia

de heme-ligandos. Cuando hay presente oxigeno o monéxido de
éarbono como ﬂeme—ligandos, la hemoglobina se conoce por 0Xi=~
hemqglobina y carbomonoxihemoglobina, respectivameﬁieu Cugndo
no hay.heme—ligando presente, la hemoglobina eé despxihemoglo-
bina. La.oxihemoglobina y la oarbomonqxihemogldbina s& prepa~
ran equilibrando convlos gases cérrespondieﬁtes, oxigeno y
mondxido de carbono, a una temperatura de 4 a 6°C, durante
unos 30 a 60 minutos. La desoxihemoglobina se prepara por eva-

cuacidn repetida de la solucién a presidn reducida, habitual-

‘mente alrededor de 250 mm Hg,tseguida de barrido con nitrdége=~

'

no o un gas inerte como argon 0 neon. Ia desoxihemoglobina tam
bién puede ser preparada por desoxigenacidn quimica con adi-

cién de agentes reductores como ditionito séddico o sulfito

[N

_sé"c'iico-° Tas formas actualmente preferidas de hemoglobina pa~-

ra preparar la polihemoglobina de la invencién son la oxihemo~
globina y la desoxihemoglobina. Ia reticulacidn de estas hemo-

globinas produce polihem@globinas con un valor PSO de 4 a

-8 -
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120 mm Hg en condiciones aproximadamente fisioldgicas,(37oc,
pH %,1), dependiendo del método de preparécidn de la polihemo-
globina. BEste intervalo de valores PSO de 4 a 120 mm Hg inclu~
ye las afinidades de la hemoglobina po; el oxigeno ?al’como
se encuenkran ensla sangre y en la hemoglobina natuiral libre.
Ia polimerizacidn de la hemoélobina dializada exenta de -
estromas se realiza por reticulacidn intermolecular G¢ habi~
vuaimcnue ios grupus aninv prisscivs Ge sus rediGaies lisina
para formar polihemoglobina soluble en agua. Ia retlculaclén

se 1lleva a cabo en presencia de por lo menos un agenue reticu-

" lante pollfun01onal para produ01r mds del 90 % de hemcglobi-

na macromolecular. la pollmerlzacldn se lleva a caho purgan-
do primero la vasija de reaccidn con el gas.aproplado. Des-~
pués la hemoglobina se reticula bajo wna capa del gas apropia~
do. Ia reaccidn se lleva a cabo entre 0° y 25°C durante 1/4 a
300'horas, a la presidén atmosférica normal. También pueden
utilizarse presiones elevadas de hasta 500 kPa. Preferiblemen
te la tempcratura se mantlene entre 0° ¥y 10°¢ para evitar la
oxidacidn térmica de la hemoglobina. Son es peclalmente pre-
feridas unas temperaturas comprendidas entre 4 ¥ 6°c. Gene-
ralmente se hace reaccionar alrededor de un equivalente de la
heﬁoglobina, con un peso molecular de 64.000, con 2,5 a 300
eqﬁivalentes del reactivo reticulante polifuncional.

Ia reaccién se temmina apagandola con un desactivador

del agente reticulante tal como una amina de bajo peso mole-

-0 -
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cular. (A medida que aumenta la concentracién de agente re-
ticulante, puede aumentér la. tendencia a la formacidn de pro-
ducfos de polimerizacidn insolubles y esto puede ser evitado
mediante la adicidén de una pafte del desaptivador anﬁé% de
la.adicigk del qggnte»reticulante), Ta cantidad de derzactiva-

i T .
dor agregada es suficiente para reaccicnar con el grupo fun-

" cional que no ha reaccionado del agente reticulante combinado

. a un radical hemoglobina. habitualmente wna cantidad esteauio-

métrica o un exceso de hasta 250 equivalentes de desagﬁivador

por cada equivalente de agente reticulante. Después de la adi

. ¢idn del desactivador, la mezcla de reaccidn se agita duran-

te 18 a 24 horas mds a temperatura reducida. Ia mezclas de reac

“eidn cruda se clarifica por centrifugacién y se dializa fren-

te a una solucidn electrolitica isotdénica. Ia polihemoglobina
soluble obtenida es esterilizada filtrdndola a través de un
filtro con un tamafioc de poro de alrededor de 0,20 a 0,45 mi-
cras, preferiblemente 0,22 micras.. k

Los agentes reticulanfes polifuncionales adecvados pa-
ra los fines de esta invenciéﬁ son preferiblemeﬁte solubies
en agua y reaccionan con los éentrﬁs reticulablés de la hemo-
g}obina para dar un producto reticulado 'soluble en agua. Los
agentes reticulantes utilizados no afectan adversamente a la
hemoglobina, a su solubilidad ni a su funcidén de combinarse
reversiblemente con el oxIigeno para suministrarlo a.los teji-

dos y brganos. Los agentes reticulantes polifuncionales con-

- 10 =



e s ke b 1

it e Pk b e o b

10

15

20

25

tienen por lo menos dos grupos funcionales y pueden ser igua-
les o diferentes. Estos grupos son capaces de reaccionar y

reticular a los grupos amino y a otros catros: reticulables de

1a molécula de hemoglobina. Por grupos amino se entienden

los grupds U—amlno N-terminales. de las oadenas de hemoglobl—

na y los de los restos de aminodcidos ba81cos tales como li-

"sina y arginina. Los grupos funcionales del agente retlculan—

te pueden estar combinados covalentemente entre si'o'pueden
estar separados por un grupo alifdtico o wn anillo aromdtico.
Los gTupos funcionales establllzados aromat¢00b ilus~
tratlvos son los grupos azo ¥ halégeno acﬁlvados cun un gru-
po nltro. Estos incluyen los compuestos con un anillo hetero—
cfclico que contienen grupos reactivos ligados al anillo,

tales como las triazinas de férmulas

donde Ry es un halégeno con un ntmero atémico de 9 a 35,
ambos inclusive ¥y R2 es un sustituyenite nucleofilico tal co-
mo un grupo alifdtico (v.g. alguilo de 1 a 8 dtomos de car-
bono) o aromitico, haldégeno de nimero atdmico 9 a 35- ambos
inclusive o un grupo aminof Ios agentes reticulantes abarca~

dos por esta férmula son la 2famino~4,6—dicloro—s-triazina y

- 17 -
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la cloro-s-triazina.

 También son agentes reticulantes utiles los compues-

_ tos aromdticos estabilizados de férmula:

R5 Ry Ry Bg _ Lo
o5

donde R, es un enlace covalente, alquileno de 1 a 5 Ztomos de
carbono, fenileno, oxi, sulfonilo o sec-amino; R4 es haldgeno

0 nitro; RS es hidrégeno, nitro, alquild de 1 a 8 4tomos de

carbono, sulfo o carbacilo. ¥ Ry es haldgeno, diazo} isocia~

nato o isotiocianato. Los compuesios representétivos sbarca-
dos por la férmula anterior son el. dcido bis—diazobencidine-
2;2'-sulf6nico, la 4,4'=-difluor-3,3'-~dinitrofenilsulfona y
el difenil-4,4'-di-isotiocianato.

Otroé agentes reticulantes dWtiles son los compuestos

de férmula:

donde R7 es haldgeno de niumero atdmico 9 a 35 ambos inclusi-
ve ¥ R8 es nitro o hidrdgeno, siendo nitro por lo menos un
grupo Rg. Un compuesto répresentativo es el 1,5-difluor-2,4~-

dinitrobenceno.

- 12 =
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Todavia otros agentes reticulantes Utiles son los com=-
puestés de férmula (R9)20=O donde Ry es hidrégeno o haldgeno
de numero atdémico 9 a 35 ambos inclusive.

Otros agentes reticulantes dtiles son los compuestos
de fdrmuﬁas: o

Rig~(CHpky~Ryg
Ryo=(CHp)y=OgH,~(0Hp)y~Reg
////(CHz)p\\\
CH2~R1O y

'(CHz)q’

Ry (CHp) Ry 4=(CHy) =Ry

.

donde n es un nimero entero de 1 a 8 ambos .inclusive; m es

un nimero entero de O a 3 ambos inclusive; p es un numero
entero de 0 a 4 ambos inclusive; ¢ es un ndmero.entero de 1

a 5 ambos inclusive; R10 es un grupo Tuncippal'definido antgm
riormente tal como isocianato, vinilo, imino, isotiocianato,
isocianuro, aldehido, epdéxido, cloroformiato, tricloroformia~
to o éster imidbalquilico o grupos de férmulas:

- CHZ_..C//O

donde & es un ndméro entero de 1 a 3 ambos inclusive ¥ R12
es haldgeno o0 azo; ¥ R11 es oxi, sulfonilo o un grupo amino
1]

divalente.

- 13 =
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di-isocianato y hexemetilen-di-isocianato.

Los reactivos retlculantes comerciales 11ustratlvos

de los abarcados por las férmulas anteriores son la d1v1n11-

sulfona, epiclorohidrina, dlgdeldo de butadieno, éter digli-
cidflico de ebilenglicol, ter diglicidflico de glicerol,

dlhldroclomro de suberlmldato de dlmetllo, dihidrociloruro

de malonimidato de dlmetllo y dlhldrocloruro de sdipimidato

de dimetilo.

ammmmmrt mmtk Bt ran 1A anndd o
J.vrld- ot VALE W LU Wk ¥ WS \1 L -t e

105 agénveds T6
nen un grupo isocianato o isotiocianato son el gcido dife-
nil—4,4‘-di-isotiocianato—Z;Z'—disulfénico, toluenedi—iso—
cianato, toluen-2~isocianato-4-isotiocianato, 3-metoxidifenil-
metano—4,4'—di—isocianato; propilén—di-isociaﬁato, butilen—

Ios agentes reticﬁlantes'representativos de los que
contienen una funcidn aldehido o dialdehido son formaldehido,
paraformaldehido, ureas activadas con formaldehido como 1,3-
bis(hidroximetil)urea y N, N'-di(h1arox1met11)1m1dazolld non .
glioxal, dialdehido malénlco, dialdehido succinlco, glutaral-
dehido, adipaldehido, 3—metllglutaraldeh1do, propiladipalde-
nido, dialdehido Tt4lico, tereftaldehido y dialdehido malé-
nico, - ' 7 »
- o Otros agentes reticulantes son los derivados de 4ci-
dos carboxilicos y de radicales de deido carboxflico de la
hemoglobina activados in situ para dar un derivado reactivo

de la hemoglobina que se reticula con las aminas de ofra hemo-

- 14 -
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globina. Ios dcidos carboxflicos tipicos dtiles para este fin

. o
son ;os de férmulas COzH(CHQ)nCO2H ¥ |!CH2)nCOOH]3CH, donde

nes 1a 8, Intre estos dcidos carboxilicos se encuentran

los 4eidos eftrico, maldnico, adipico y suceinico. los acti-
| . . .
vadores dfl dcido.carboxilico son el cloruro de tionilo, las

cqrbodiimidas, el 3'~sulfonato de N;etil—5~fenil-isoxazolio

1(reactivo X de Woodward), N,N'-carbonildiimidézol, verclorato

A 31 Bemats Tianvamralia (roontisn T, do Wnndwonrd )
o L L-23=-maTI A0 R0 L0 (TeRCTAVY o Q2 NOOUNERLL),

T el aven Ty e
C Amulllwn ™

1-etil-3~dimetil-aminopropilcarbodiinida y meto-p~toluensul~
fonato de 1-ciclohexil—3—(2-morfolinoetil)carbodiimida.

El agente reticulante tembién puede ser un precursor
de un dialdehido que forme fdcilmente un dialdehido bifun*
cional en el medio de regccién. Los'precurs9reé de dialdehi-
dos adecuados son lé acroleina dimers o el 3,4-dihidro~1,2-pi-~
ran-2?carboxa1dehido que experimenta escisién del anillo en
un ambiente acuoso para dar o-hidroxi-adipaldehido. Otros
precursores que por hidrdlisis forman un égente reticulante
gson el 2—etoxi—3,4—dihidro-1,é—pirano que forma glutaraldehi-
do, el 2-etoxi-4—metil—3,4-dih#dro~1,2—pirano qﬁe forms 3-me-~
tilglutaraldehido, el 2,5-dietoxitetrahidrofuranc que forma

dialdehido suceinico v 1,1,3,3-tetraetoxXipropanc que forma

* dialdehido malénico y formaldehido a partir de trioxano.

El desactivador del agente reticulante gque se agrega
a la mezcla de polimeriéacidn para apagar la reaccidn (u opeig

nalmente cuzndo se agregs inicialmente para regular la reac—
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cidn de reticulacidn) es wn reactivo monofuncional, difun-
éionai 0 multifuncionai,_prefgriblemente“una amine primaria
de.férmula R—NHZ. Iz amina debé ser soluble en agua para con-
tyribuir a mantener las caracteristicas de,solubilidad?de 1g

hemoglobina poliperizada: Las aminas de bajo peso moiecular

tIipicas que puéden ser utilizadas son la glicina, lisina,

"serina, treonina, alanina, etanolamina, 4dcido 2-aminoadipi-

-¢co y glutation. Otros compuestos capaces de desactivar a los

agentes reticulantes son los terminadores como bisulfitos
y dioles capaces de desactivar a los aldehidos, altholes
de bajo peso molecular para desactivar a los deidos sarboxi-
liéos‘activados,‘haluros e isocianatos activados y'sulfﬁidri—
logs para desactivar a'IOS'epéxiaos y vinilos.- |

Tos siguientes ejemplos se'ém como fepresentativos de
la invencidn y no se pretende que limiten el alcance de la
mismg en modo alguno. . |

EJ EMPIO 1

Preparacidén de la solucidn de hemoglobina

El material de partidd estd constituido'por cinco uni-
dades de sangre humana anticﬁada que conéiene wna solucidn
anticoagulante de dcido-citrato-dextrosa. Lérsangre se obtu~
vo de un banco de sangre local. Primero se vertid la sangre
desde las bolsas del bgnco de sangre en tubos de centrifugé
de 500 ml tratados en ﬁutqclave. Se taparon los tubos y la

sangre, constituida por eritrocitos, leucocitos, plaquetas
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v plasma, fué centrifugade a 5000 rpm (4000 g) durante 30
minutéé a 400. Después el plasma y la capa de color ante

que contienen los leucocitos y las plaguetas fueron separa-
dos por succidn & través de una pipeté estéril y tiradcs.
Los eritrocitos sedimentados que quedaron sg’lavaron‘cuatro
veces suspendiéndolos en aproximadamente tres veces>su volu~
men de solucidn salina fisioldgica estéril al 0,9 %, enfria-

Y .S, T o v 3 v i I o
4 W MAADAL Gibe TRV T W Vsdedomet as

Ge cOn Lielo ¢ sviucidn de cloiu
de cada iavado, las cdlulas fueron sedimentadas de nuevo por
centrifugacidén y el liquido sobrenadante fué separado y ti-
rado. ' ' -

A continuacidn los gldbulos>rojos lavados fueron li-

- gados con un volumen igual de agua enfriada con hielo o de

solucidn reguladora de fosfato 0,05M hiperténica a pH 7,2,
hasta romper la pared intacta de las células y liberar la
hemoglobina. Ia lisis fué completada sacudiendo fuertemente
la suspensidn acuosa celular durante 1 a 2 minutos a la tem-
peratura anbiente; A continuécién las célulgs lisadas se co-~
locaron en un embudo de separacién estéril de 2 litros, sien-
do el volumen to%al de la solucidn de 1500 ml aproximedamen~
tg. Ia mezcla de agua y eritrocitos lisados fué liberada de
lds_estromas por extrqccién con 350 ml de tolueno de calidad
reactivo enffiado'coh hielo, Ia extraccidn se realizé sacu~
diendo en el embudo durante 5 minutos como minimo.

Después de sedimentarse durante la noche a 490, la
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i
mezcls de extraceidn se separa en tres capas: una capa supe-

rrior de tolueno que contiene los estromas ¥ los lipidos; una

capa central de residuos celulares y wa Capa inferior de

‘ung "solucidn acuosa rojo oscura de hemoglobina. Ia capa de

1

hemoglobina inferior; 80O a 1200 ml, fué separada y centri-

- fugada a 19.000 rpm (50.000 g) durente 60 minutos a 4°¢ pa-

ra sedimentar cualquier residuo celular que pudiera haber

pvvadnda Q3 Adaaniidea Aa 1a avimannidn aan talnann nn g8 Nrne
v = comuce axtrocoion oon Tto us nn ge nrn

R - - ~ e e (e e

duce seﬁaracién de las capas,.se rompe la emulsidén celular

en tolueno-agua por centrifugacidn a 5000 rpm (4000 g) duran-
te‘SQ minutos a 4°C o por tratamiento de la emulsidn con
0,15 volumenes del filtrante CeliteCD 535, qﬁe es un fil-
tro de tierra de diatomeas. Ia solucién acuosa de hemoglobi-
na se separa del Celité<> por filtracidn a vacio y centrifu~
gacidén a 19.000 rpm (50.000 g). Cualquier traza final de
estromas en la hemoglobina se sepéra por filtracidn a tra-
vés de filtros con un tamaﬁd de poro de 0,22 micras o por
paso a través de una capa de 1,5" (38 mm) del material fil-
trante Celite<§) 535 compactado én hdmedo; qﬁe ha sido pre~

viamente lavado con dcido y después lavado con agua estéril

exenta de pirdgenos.

A continuacidn, la solucidn de hemoglobina exenta de
estromas recién preparada se dializa-frente a solucidn re-
guladora de fosfato 0,05M, pH 7,6, empleando un dializador

miniplanta Dow BiofiberCE)SO. Ias fibras celuldsicas semi-
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permeables huecas del dializador se 1aVaﬁ primero con formali-

na al 2,5 % y después se enjuagan con agua estéril exenta de

pirdgenos para evitar la posible contaminacidn bacteriana de

1a hemoglobina. Ia parte externa de las fibras hueces ge did-

lisis se lava con agua estéril y solucién reguladora de fos~

fato estéril. Despuds se pasa la solucidn de hemoglobina a

través de las fibras a wn caudal de 20 ml por minuto mientras
1a solueidn reguladora se pasa al%ededor de la parte exferna
de las fibras, la solucidn reguladora fluye en direccidn opues-
ta a la hemoglobina a un caudal de 100 ml por minuto. la so-
1ucidn de hemoglobina se pasa repetidémente a través de las
fibras, por lo menos tres veces, para asegurar'el intarcam=-

bio completo de electrolitos y la geparacidn del ion potasio

celular. Ia solucidn de hemoglobina se clarifica todavia mds

y se esteriliza por filtracidn a presidn a través de un fil-
tro de.0,22 micras constituido por ésteres mixtos de celulo-
sa, que puede adquirirse la la Millipore Corporétién. Ia so~
lucidn de hemoglobina exenta de estromas se analiza para de-
terminar si estd libre de estromas por‘adicidn gota a gota
de alrededor de 1 ml de sulfato amdnico saturado, enfriado
con @ielo, a 1 ml de solucién de hemoglobina, con conétante
agitacidn. Ia ausencia de un precipitado indica que la solu~-
cign estd exenta de eéfromas. Ia solucidn de hemoglobina se
guarda a 4-6%C hasta que se necesita.

Ia solucidén de hemoglobina se analiza para determinar
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la cantidad de methemoglobina ¥ hemoglobina total en la pre-

paracidn. En_oxihemoglobina, el hierro del grupo heme es di~

valente; cuando la hemoglobina es oxidada a methemoglobina,

el hierro estd presente.en el estado trivalente. Comofié'met-
hemoglobina es incapaz’de transportar ligandos tales como CO,
0, ¥ NO, su presencia en cantidades significativas es inde-

seable en la preparacién de hemoglbbinat Ia presencia de met-

) . C. o
hemogloting Ful Astorminedas nspnr}'i:‘r'n'f'n‘i:nme‘h'r‘].camen'te por el

método de la cianomethemoglobina que es una variante modifica~-

da del procedimiento de Hawk's Physiological Chemistry, Pag.

1096, 1968. Ias concentraciones de henoglobina ¥y methemoglo~-

bina de la solucidn de nemoglobina fueron determinadas como

'sigue: en primer lugar, la solucidn de hemoglobina se iiluye

s una concentracién de aproximadamente 10 mg/ml (Solucidn A)
y la absorbancia de la soluciénéémﬁe a:. 630 nm frente a agua
(L1?. Se afiade wa gota de una solucidn de KCN (1 parte de
KON al 10 % y 1 parte de fosfato 0,05M, pH 7,6) ¥y se mezcla
la solucidn. Esta adicidn coﬁvierte cuélquier methemoglobina
presente en cianomethemoglobina. Al cabo de 2 minutos, se-
lee de nuevo 1s sbsorbancia de la solucidn a 630 nm frente a

agus destilada (Lz). Ia cianomethemoglobinag no absor\be a

. 630 nm. Después se diluye 1 ml de solucidn A con 9 ml de agua

destilada. Se afiade una gota de ferricianuro potdsico al 20 %
v al cabo de 2 minutos se afiade una gota de KON al 10 %. Sé

mezela la solucidn y se lee su absorbancia a 540 nm frente a
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un blanco constituido por 10 ml de égua gue contiene una gota"‘

de ferricianuroc potdsico al 20 % y una gota de KON al 10 %

-(LB)' Ia concentracidn Qe methemoglobina y hemoglobina se cal-

culs como sigue:

- I N
Concentracidn de methemoglobina (mM) =-—;§ﬁi—g x factor de
- ?

dilucidn de la solucidn A, (¢mM = 3,7 para la meth@nogiobina

‘a 630 nm), :
: ) L-\ .
Concentracidn total de hemoglobina (mM) = 2 x factor de
11,0

dilucidn de la solucidn A x 10 (¢mMf = 11,0 para la cianomethe-

. moglobina a 540 nm).

Los resultados para la hemoglobina recién prepaxada,
fueron 0 %y 0,3 % (peso/volumen) de methemoglobina'mientras
que la concentracidn total de hemoglobina fué habituzlmente
de 13‘a 14 % (peso/volumen) o 130-140 mg de hemoglobina por mi-
Jilitro.

Ia oxidacidn de hemoglobinara methemogloéina para delter-
minar el coeficiente de extincidn milimolar a la longitud de
onda de méxima absorbancia fué realizada haciendo reaccionar
la hemoglobina con ferricianuro potdsico, eneontréndoée este
Ultimo presente en un exceso del 5 % sobre el equivalgnte heme,
Cualquier exceso de reactivos de bajo peso molecular %ué sepa-
rado por didlisis f?ente a solucidn reguladora de fosfatO‘O;QM

con un pH de 6,8, seguidd'de diglisis frente a agua destilads

‘en vidrio de acuerdo con el método descrito en Science, vol.
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144, pég. 68, 1968.

Para determinar los coeficientes de extincién milimo=
1ar, se determlnd el contenido en hierro de la muestra por
espectroscopia de absor016n atdmlca, de acuerdo con el pro-

cedimiento de Am. J.Clln.Path., vol, 48, pags. 225 a ¢?8

1967 Y. 1a modlflca01on descrita en The Physiologist, VOle 15,

pdg. 138, 1972. Con la modificacién, se afiade una soluecidn

al 0,007 % da alhiming a los pntrnnes de hierro de referencia

para equilibrar la concentracidn de proteina en los patrones

¥y en las muestras.,

A partir-de la absorbancia de la soluc1on a 1a 1ong1—
tud de onda de mixima absorbancia, A, yel contenldp en hie-
rro de la muestra, se calculan los coeficientes de exéincién

de acuerdo con la fdérmula siguiente:

¢ = Absorbancia & Amax

moles Fe
Empleando los procedimientos indicados,rcuando la hemo-
globina prepam® de acuerdo con el Ejemplo 1 se oxida & methe-
moglobina da wn &= 3,; X 103 a 630 nm y cuando se afiade cia-
nuro un E£= 11;1 bd 103 a 540 nm. Ias propiedades espectrales

de la hemoglobina y de la polihemoglobina en forma de methemo—

,giobina o de cianomethemoglobina estdn indicadas en la Ta-

bla II.

v
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EJENPIO 2

; Reacciéﬁ de desoxihemoglobina con élutaraldehido: A un

matraz de 1 litro equilibrado con argon a unos 4°¢ se afiaden

anaerébicamente 250 ml de solucidn de desoxihemoglobina al
14,2 % en]peso/ﬁolumen en solucidn reguladora de fosfato

0,05M con un pH de 7,1 y un contenido en methemoglobina infe—-

rior a 0,3 % en peso/volumen. Iz solucidn se mantiene en con-

3iCiones aimsivbias medianie fiugu conbiuuo Qe ulirdgenv. Des—
puds se afladen 4,65 ml de monohidroclorurc de lisina 1.3 en

solucidn_reguladora de fosfato'o O5M desaireada y la solucidn

-se equilibra con nitrdgeno durante 18 horas para ellmnhar cual-

quier posible contam1nac16n por aire. A continuacidn se dilu-
yen 5 ml de solucidn acuosa de glutaraldehido al 25 % hasta
125 ml con solucién'regulédora de fosfato 0,05l desoxigenada
para dar una solucidn de glutaraldehido.0,1M, pH 7,6 y 121 ml
de esta solucidn se agregan a la solucidn de desoxihemoglobina-
lisina. Ia solucidn resultante se aglta durante 3 a 18 horas
bajo las condiciones de reac01on antes descritas para asegurar
la reticulacidn de la desoxihemoglobina. Ia reaccién de reticu-
lacidn se interrumpe afiadiendo 46,5 ml de solucidn de lisina
desaireada 1,3M ¥ la solucidn se agita durante 18 horas mis.
.\ De°pues de 1nterrump1r la reaccidn, la solucidn se oxi-
gena con oxigeno al 100 % y se clarifica por centrifugacidn
y filtracidn a través de un-filtro Millipor¢<:) de 0,65 micras.

Estas etapas y todas las etapas subsiguientes.se realizan sin

-23 -




10

15

20

, 257

dejar gque la temperatura de la solucidn pase de 15%¢. La so~

lucidn clarificada se dializa frente a una solucidn electro-

- 1itica apropiada para separar el glutaraldehido que no se ha

combinado y el exceso de lisina. El volumen total des,ics de

la diélisis es de‘350‘ﬁ1, con un pH de 6,77 a 3700 en solu-

cidn salina fisioldgica normal.

Opcionalmente, pueden agregarse cationes y otrus com-
ponenfes a la solucion de polihemoglobina en esta Iasc del
procedimiento. Asimismo, el pH puede ser ajustade al pH del

medio de uso y la solucidn puede ser egterilizads por filtra-

. "cidén a través de una unidad de filiracidn tratada en autocla-

ve ¥y provista de un filtro con un tamafio de poro de O,é? mi-
cras aproximadamente. . ’

El andlisis espectral de ia solucidn en la regidén ulira~
violeta y visible da la curva de absorcidn mostrada en la Fi-
gurar1. El andlisis espectral de- la hemoglobina polimerizads
desoxigenada obtenida por equ@libracién de la solucidn con
nitrdgeno da la curva de la Figura 2, Se detérminaron los coe~-
ficientes de extincidén molar de la polimethemoglobina y la po-
licianomethemoglobina prepadas por oxidacidn de la pblihemoglo—
bina con ferricianuro potdsico y los resﬁltados se encuentran
en-la Tabla ITI.

” El andlisis de la reticulacidn intermolecular entre los
tetrédmeros de hemoglobina fué realizado por filtracidn de gel

utilizando una poliacrilamida bioldgicamente inerte con un 1i-
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mite de exclusidn de pesos moleculafes de 150,000 daltons.
El material eluido fué éxaminado a2 546 nm. El perfii de elu~
cidn resultante indica que las condiciones de reaccidn em-—
pléadas'producen mds del 90 % de hemoglohina de Peso macromo-
lecular,;ya que la mayoria (> 90 %) de la proteina eluida

es excluida de los poros del gel. El gel de poliacriiamida

es un producto comercial vendido como Bio-Ge1<:>P-1SO de los

. . . . . "
RinwRad Tghnratories, Richmond, Cglifeormiz, Eotzdcc Unidos,

Se obtuvo una nueva evidencia de la reticulacidn cova-

lente pvor electroforesis en sulfato de dodeciio—gel de poli-

. acrilamida., El procedimiento utilizado estd descrito en J.Biol.

Chem., vol. 244,.pégs. 4406 a 4412, 1969. El resultado de' es-—
te andlisis indica que la desoxihemoglobina;poiimerizada con
glutaraldehido estd constituida por agregados reticulados co-
valentemente cuyos pesos moleculares corresponden a mdltiplesr
integrales del mondmero, 1< n<8.

Bl peso molecular de la hemogiobina polimerizada fué
determinado por cromatografig de permeacidn de gel. Los pro-.
cedimientos para las determina?iones del peso molecular estén -
descritos en Biochiﬁ. Biophys. Acta, vol. 79, pdgs. 393 a
406, 1964. '

Para la determinacidn del peso molecular se utilizd la

permeacidn de gel a través de gel de agarosa. El gel de agaro-
sa tiene wn 1limite de exclusién de pesos moleculares de 20 x
106 daltons, Ias perlas esféricas de gel de agarosa se encuen-
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tran en el mercado con el nombre de Sepharose(:>4—B de Phar-

macia Fine Chemicals, Uppsala, Suecia. Ia elucidn a través

de una columsa, calibrada con proteinas globulares, dié el

peso molecular promedio en nimero, ﬁN’ el peso mdlecular'pro—
medio en ?eso ﬁw y el grado de polimeriza&ién, GsP., para la

hemoglobina polimerizada. Estos resultados se encuentraxn en

-1z Tabla I.

La polihemoglobina fué caracterizada también por me-
didas de viscosidad ¥ osmolaridad. Los resultados indican que

1s viscosidad de la desoxihemoglobina reticulada com ziutaral-

 dehido es mayor que la de la hemoglobina y también muestran

un éomﬁortamiento newtoniano que indica la independencia de

la viscosidad con respecto al grado de cizallamiento. Fste po-
1imero presenté un gran aumento de la viscosidad relativa con
la concentracidn, como puede verse en la Figura 4 y como estd
ilustrado par la curva que interconecta los circulos. Ios valo-
res de la viscosidad fueron obtenidos con un viscosimetro
Ostwald no 25, a 37°0, de acuerdo con la norma ASTM:D 2162-64.
Ta osmolaridad fué medida con un osmémetro de presidn de- va-
por, modelo 302B, Hewlett Pack;rd, calibrado empleando los
patrones de punto de congélacién avanzado NaCl, Ies solucio-

nes de hemoglobina polimerizada en un vehiculo fisioldgico

- eran todas iso-osméticas, 300 mOsm/kg H,0 (+ 10 %) con una

viscosidad intrinseca ﬁﬂ = 9,091 decilitros/gramo.

El grado de combinacidn catidnica a la polihemoglobina
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fué determinado afiadiendo ion calcio o ion magnesio a la so-
1uci§n} Ias muestras fuefon incubadas a 4°¢ aqurante 15 minv-
tos a 18 horas y la hemoglobina macromolecular fué separada
del disdlvente por centrifugacién a través de una membrana

ultraflltyante con wn limite de retencidn de pesos molecula-
res de 50.000., Estos thraflltros son vendidos con el nombre

de Centrlflo(:)Membrane Ultrafilters por la Amicon Cornoratlon,

M e Taws 3
Lexingson, Massachuscotic, Eotodeg Unides, al filtrado trans-

parente se analizé el contenido en calcio o magnesio utilizan~

do Calcium Rapid StatCDy'Magnesium Rapid Statﬁg que se pue-

- den adquirir de la Pierce Chemical Co., Rockford, Iilinois,

Estados Unidos. Los resultados indican que no se produjo com=
vinscidn de ion calcio ni de ion magnesio con la ﬁolinemoglo—
bina. - '

Ta esterilidad de lm soluciones fué determinada por
procedlmlentos corrientes para medios liquldos, Farmacopea
de Estados Unidos XVIII, pags. 856 a 865, 1970. Todas las mues-
tras que pasaron a través de un filtro de 0,22 micras resulta-
ron estériles. : .

Tl andlisis de la hemoglobina polimerizada para deter-
minar el c&ntenido total en hemoglobina'y methemoglobina por
el.proéedimieﬁto descrito en él Ejemplo 1 did una concentra-
cién de hemoglobina de“alrededor del 8 % en peso/volumen y
una concentracidn de methemoglobing inferior al 0,§ % en pe-

so/ﬁolumen, indicando que la hemoglobina-hierro estd preserva-
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da en estado divalente. Lg capacidad de combinacidn de oxigeno
fué medida en un aparato Van Slyke de acuerdo con el procedi-

miento de J.Biol,Chem,, vol. 61, pdgs. 523 a 573, 1924 y se

encontré que era prox1ma al 100 %. Ia afinidad por el ox*geno
de la hemoéloblna macromolecular, medlda como la presion par-
01al de oxigeno requerida para semi-saturar la solu01dn de po-
llhemogloblna, resultd ser de 22 mm Hg de presidn de oxiseno o
?50 - L; i fig, @ lu presion aimosierica y a 51 C, nenlgnao la
solucidn un pH de Ty1. Ia curva de disociacidn de oxIgeno estd
ilustrada en la Figura 3.

Ias curvas de diséciacidn de oxiveno de la hemoglobina
y sus derivados fueron detemminadas equlllbrando primero uvna
muestra de hemogloblna por tonometrwa con: una mezcla gaseosa
de composicidn conocida y después midiendo espectrofotométrica~
mente la muestra equilibradag Ias curvas de disociacidn de oxi-
geno bara 1z hemoglobina y sus derivédos se determinaron tam-
bién tomando hemoglobina tonoﬁedida vy midiéndola fotométricemen-
té en un medidor de saturacidn Qe oxigeno. El procedimiento y

el tondmetro utilizados para estas determinaciones estdn descri-

tos en Pfliigers Archiv., vol. 15, pigs. 418 a 424, 1960;
Operators Manual - 137 Tonometer, pigs. 1.a 14 y 37 a 42, 1965,

publicado por Instrumenta®ion Laboratory, Inc., Lexington,

Massachusetts, Estados Unidos, y J.Appl.Physiol., vol. 28,

pdgs. 227 a 233, 1970. Ios procedimientos de saturacidn de oxf-

- geno son conocidos en la téemica en Scan.J.Clin.Iab.Inv., vol. 14,
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pégs. 587 a 597, 1962,
" EJEMPIO- 3

Reaccidn de oxihemoglobina con glutaraldehido: la poli-
merizacidn de oxihemoglobina con glutaraldehido se realizd
repitiendo el procedimiento del Ejemplo 2 con todas iasrcon-
diciones indicadas a excepgién de qué'las solucionesly el me-
dio de reaccidn se mantienen aerobios por equiiibracién con
aLis 02 &l 100 7. Cyuit’)ﬂuhuuﬂ,j?u, ia suluciou de Ohiiwmuglobi-'
ﬁa polimefizadarpuede ser esterilizada filtrando a trﬁvés dé
un filtro de 0,45 micras.”

El anglisis de la reticulacidn intemmolecular tué rea-
lizado por filtracidn de gel, como én el Ejemplo 2 y el pekfil
de elucidn resultante indicé que lz reaccidn préduce hemoglo~
bine macromolecular al 90 %, Los resultados del andlisis de
pesos'molecularesrestén indicédos en la Tabla I. Ia solucidn
de oxihemoglobina macromolecular es iso-osmdtica, 300 mOsm/kg
H,0 (+ 10 %) con una viséosidgd intriﬁseca,fh]= 0;110 decili~
fros por gramo., Este polimero ﬁresenta un gran aqmento de la
viscogsidad relativa con la concpntracién como se ilusitra en
la Pigurs 4 mediante la curva que interconecta los tridngulos.

El anglisis de la polihemoglobina'para determinar la
heméglobina y methemogldbina totales da uns coﬁcentracién de
hemoglobina alrededbr'del_8 % en peso/volumen y una concentra-
cidn de methemoglobing inferior a 0,6 % en peso/volumen. Se en-

contré que la capacidad de oxigeno era préxirﬁa al 100 %, sien-
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do la P5O de 4 mm Hg de presidn de okigeno, a la presidn

atmosférica a 37°C, con la solucidén a pH 7,1 y con una cur-

~ va de disociacidén de oxigeno como la mostrada en la Figura 5.

EJENPIO 4
Re%ccidn de desoxihemoglobing con divinilsulfona: a un

. s ’ 0 "
matraz de 1 Iitro equilibrado con argon a unos 4 C se afiaden

'énaerdbicamente 250 ml de solucidn de desoxihemoglobina al

1/i °f an v\aan/vn'lnmma an cr\'lnn';n-n Y‘nmﬂnﬁnrg Ae Pfns f‘ n.0 (\RT‘:’[’

PR A L0 = A PR

con un pH de 7,1 vy o contenido en methemoglobina inferior a

0,3 % en peso/volumen. Ia solucidn se mantiene anaercbia me-

. diante paso continuo de nitrdgeno himedo. Después la sQlucién

de desoxihemoglobina se equilibré con nitrégeno duranic 18 ho~

 ras para eliminar cualquier posible contaminacién por aire.

A continuacidn se afiadieron 115 mg (0,85 ml) de divinil-
sulfona y la solucidn reaccionante se agitd a 4°C durante 72
a 96 horas. Cada 24 horas se midiénel pH de una pequefia mues—
tra alicuota de unos 0,5 cc de la ‘solucidn reaccionsnte ¥ se
determindé el progresc de rea001dn por filtracidén de gel a tra—
vés de Blo—Gel(:>P 150 como qe ha descrito anherlornente. Cuan-~
do fué neceaarlo, se ajustd el pH a 7 2~; 4 aprox1madamente
con NaOH 1N. Cuando la filtracidn de gel indicd gue aproxima-
damente del 80 al 90 % del material rojo habfa sido excluido

del gel, es decir, M, > 150.000 dalfons, la solucidén reaccionan-—

te se apagd por adicidn de 30 ml de solucidn de lisina 1,3M

desaireada para desactivar los grupos vinile que no habian
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reaccionado. Después la solucidn de reaccidn se mantuvo anae-
robia ¥y se agitd durante 18 horas mas. '

Después de apagar la reacéién; 1la solucidn fué oxige-
neda con oxigeno al 100 % y clarificada por centmfu acién y
filtracidn a través de un filtro Mllllpore(:>de 0,65 micras.

Estas operaciones y todas 130 operaciones subs1gu1enbus fueron

:reallzadas gin dejar que 1z temperatura pasara de 15 0. Deg=

pués la solucidn clarificada fué dializada frente a wi alec--
trolito para separar la divinilsulfona no combinada y. el ex~

ceso de lisina. ELl volumen total despuds de la didlisis ers

"de 280 ml, con un pH de 6,92 a 37°C en solucidn salina fisio-

1égica. Ia solucidén de hemoglobina macromolecular fué mezgla-
da con un vehfculo fisioldgico, el pH se ajustd dentrs del
intervalo fisioldgicamente aceptable; como se ha desecrito en
el Ejemplo 2 y la solucidn se esterilizd por filtracidn a tra-
vés de un filtro Millipore<>convun Tematio de ﬁoro de 0,22
micras, ‘

Fl porcentaje de conversién de la hemoglobina en hemo-
globina macromolecular fué detkrminado por filtracidn de gel
y se obtuvo la evidencia de 1a reticulacidn covalente por
electroforesis en gel de poliacrilamida wutilizando dodecilsul-
fétq sédico, como se ha descrifo en el Ejemplo 2. Se encontra-
ron resultados similares para la desoxihemoglobina reticulada
con divinilsulfona asi cémo.para 1g descxihemoglobiha reticu~

lada con glutaraldehido'y descrita en el Ejemplo 2. El andli-
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sig espectral de la solucidn okigenada en la regidn ultra-

violeta y visible da el espectro de absorcidn mostrado en

la Figura 6. El andlisis espectral de la solucidén de hemo-
globina macromolecular desoxigenada por equilibracidn® con

nitrdgeno da el gspectrolde la Figura 7..Los resultados de

la determinacidn del coeficiente de extincidn molar se en-

cuentran en la Tabla II.V
Tos resultados de las deteminaciones de los pesos.
moleculares utilizando cromatografia de permeacidn de gel y

métodos de viscosidad estdn en la Tabla I, Ia solucidn de po-

lihemoglobina en un vehiculo fisioldgico era iso-osmética,

300 mbsm/kg H0 (+ 10 %), con una viscosidad intrinseca

Eﬁ]: 0,139 decilitros por gramo. Ia viscosidad relubiva es
esencialmente independiente de la concentfécién CcOmo muestra
la Pigura 4, donde este polimero estd representado por la cur-
va que interconecta los cuadrados. El andlisis de la hemoglo-
bina macromolecular para determiﬁar'la hemoglobina y methemo-
globina totales da una concentracidn de hemoglobina de alre-
dedor de 8,5 % en peso/volumen y una concentracién de methe-

moglobing inferior a 0,4 % en peso/volumen. Se encontrd gue

la capacidad de oxigeno era aproximadamente del 100 % con

un valor de la PSO de 100-120 mm Hg de preéidn de oxigeno,

a la presidn atmosférica y a 37%¢, teniendo la solucidn un

pH de 6,9 y presentando la curva de disociacién de oxigeno

mostrada en la Figura 8.
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EJEMPIO 5

- Reaccidn de oxihemoglobing con divinilsulfona: el pro-

cedimiento para la reaccién de oxihemoglobina con divinilsul-

fona fué el indicado en el Ejemplo 4 a excepcidn de que todas
las soluciones y él meaio de reaccidén se mantuvieron aerobios
por equilibracidn con aire u 0y a17100 %. E1 tiempo reguerido
péra que la reaccidn fuera completa, determinado mediante
elucidn a‘través de Bio—Gel<:)3-150, fué alrededor7d5'96 horas.
. ia conversidn en hemoglobina de pesormacromolécular~fué
determinada por filtracidn de gel y la evidencia de¢ raticula- ‘
cidn covalente fué obtenida por electroforesis en gel de po-

lizcrilamida y utilizando dodecilsulfato sdédico como se ha

“descrito en el Ejempld 2. Se encontraron resultados similares

para la oxihemoglobina reticulada con divinilsulfona asi como

para la desoxihemoglobina reticulada con glutaraldehido o di=-
vinilsulfona, como se describe en losiEjemplos 2y 4. Bl and~
ligis espectral de la solucidn oxigenada en La'regién ultra~
violeta y visible did los espectros de absorcidn indicados

en la Figura 9. Los resultados‘de las determinaciones de los
pesos moleculares utilizando cromatografia de permeacién de
gel y métodos de viscosidad estdn indicados en la Tabla I.

En la Tabla II seréncuentran los coeficientes de extincidén

para la polihemoglobina en forma de methemoglobina y ciano-

~ methemoglobina.

Ia solucidén de oxihemoglobina reticulada en un vehicu-
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‘1o fisioldgico era isp—osmdtica, 300 mOsm/kg‘HQO (+ 10 %)

con una viscosidad intrinseca E@]: 0,061 decilitros por

gramo. La visgosidad relativa era esencialmente independien—

te de la concentra01on, como muestra la curva que 1nterconec-
ta los rombos en 1g Flgura 4, El englisis de la ox1nemoglo-

bina macromolecular para la hemoglobina ¥ la methemoglobina

total did una concentracién de hemoglobina de alrededor de

5,5 % en peso/volumen y una conceniracion de methemogiobina
inferior a 0,4 % en peso/volumen. Se encontré que la capaci-
dad de ox1geno era préxima al 100 % y se ha116 una P56 de

4 mm Hg de presidn de oxigeno, a la presidn atmosférica y a

_3700, con un pH de la solucidn de 6,9 y una curva de disocia-

“¢idn de oxigeno como la mostrada en la Figura 10.

EJBIPIO 6 ,

Reaccidn de desoxihemoglobina con hexametilen-~di-iso-
ciapato: en un matraz de fondo redondo dé 100 ml, eguilibra-
do con argon, se introducen épaerdbidamente a 4°C 20 ml de
solucidn de desoxihemoglobina‘al 12 % en peso/volumen en so-
lucidn reguladora de fosfato 0,05M con ﬁn pH de 7,1 y la so-

lucidn se mantiene anaerobia mediante paso continuo de argon

" himedo gaseoso. la solucidn se mantiene a esta temperatura ¥y

se agita bajo nitrégeno durente 18 horas aproximadamente pa-

ra eliminar cualquier posible contaminacidn de aire.
A continuacidén se afiaden 0,138 ml de hexametilen—di-

isocianato a la desoxihemoglobina y las sustancias reaccio=-
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nantes se agitan bajo las condiciones descritas antes duran-

te 72 horas para reticular la descxihemoglobina. Cualquier

exceso de hexametilen-di-~isocianato que quede en la mezcla

de reaccidn se inactiva'aﬁadiendo 4 ml de solucidn de lisina
1,3 desaireada, seguido de 18 horas de agitacién péré'aseguu
rar la desactivacidn. Ia solucidn se oxigena y se clérifioa
por centrifugacidn. '

Is conversidn gii fcivglubing polimesizady selaéﬂenuina
por filtracidn de gel a travéds de BiogelCE)P~150. La'ﬁayoria

del material eluido, 85 %, queda excluido de los poraé del

~ gel indicando wn peso molecular de proteina superior a

150.000 daltons, El anglisis de la desoxihemoglobina polimeri-

zada para determinaf_la hemoglobina y la methemoglobina tota-

les did una concentracidn de hemoglobina de alrededor de
9,5 % (peso/volumen) y wna concentracidén de methemoglobina in-~

ferior a 0,7 % en peso/volumen. Se encontrd que. la PSO de la

" hemoglobina polimerizada era de 3,5 mm Hz de presidn de oxi-

geno, a la presidn atmosféricé vy a 3700, con un pH de 1z so~
lucidn de 7,1. '
EJEMPIO 7.

.Reaccidn de oxihemoglobina con hexametilen-di-isocia-
nafb: la reaccidn de oxihemoglobina con hexametilen—-di-isocia~
natd fué llevada a’cabé'por.el procedimiento descrito en el
Ejemplo 6, con todas las condiciones igusgles a las descritas

a excepcidn de que la solucidn y el medio se mantuvieron aero-
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bios pqrrequilibracidn con aire u oiigeno. El porcentaje de
éonyersién en oxihemoglobina polimerizada; determinagdo pgr
filtracidn de gel, dieron resgltados concordantes con los
obtenidos en el Ejemplo 6, para un rendimiento dél 85"% ae
oxihemogﬁobina macromolécdlar.

| - EJEMPLO 8

Reaccidn de desoxihemoglobina con dihidroclor&ro de

celn mmal el A A A 4o
berimidats dec dimetile: la rotisulneidn ds la desavihemn-

globina se 1levé a cabo como sigue: en un matraz de fondo

redondo de 3 bocas y 50 cc de capacidad, lavado con argon ¥y

: manuenldo a 5-10 C, se 1ntrodu3eron primero 20 ml de ’csox1—

hemoglobina a una concentracidn del 13 % en peso/ﬁolumen.en
solucidn reguladora de fosfato 0,25M con un pH de 8,0 ¥ un
contenido en methemogloblna inferior a 0,3 % en peso/volumen,
seguido de la adicidn de 263 mg de dihidrocloruro de suberimi-
dato de dimetilo disueltos en 4 ml de solucidn saturada y des-
aireada de bicarbonato sédiéo, para producir una mezcla de
reaccién. E1 pH de la mezola:se ajustdé a 8,0 con NaOH 1N ¥y

se mantuvo en este valor medlante la adicidn de NaH 4 1M
hasta que el pH no cambid durante unos 15 minutos. Se tapé el
matraz y se prosiguid la reaccién agitando a 4°¢ durante una
hora. Se abrié el matraz y se dejé equilibrar con aire. Ia
reéécién se apagd afisdiéndole 2 ml de lisina 1,3M y agitando

a la mezcla durante 3 horas mds para asegurar la interrupcidn

de la reaccién. Finalmente la solucidn fué clarificada por

-36 -



10

15

20

centrifugacidn y después dializada frente a solucién regula-

dora de fosfato 0,05M a pH 7,6.

Ta conversidn en hemoglobina polimerizada fué determi-

nada por filtracién de gel a través de Biogel®}?-150g. la

mayoria del material elufdo (90 %) fué excluido de 1QS.pOF
ros del gel indicando un peso molecular superior a 150,000
daltons. Asimismo, la desoxihemoglobina macromoleculaf tenia
una eoncentracidn de hamogThhiva.ﬂe alredador dal 80 % ¥ nna
concentracidén de methemoglobina inferior a 0,6 % en peso/pe-
50. Se anontrd que la Pgq de ‘1la hemoglobina polimefiéada era
de 2,5 mm Hg de presién de oxigeno, a la presidn afmésférica
v a20°C, teniendo la solucidén un pH de 7,35. I
EJWPIO 9 ’

Reaccidn de oxihemoglobins con dihidrocloruro de sube-
rimidato de dimetilo: la reticulacidén de oxihemoglobina con
suberimidato de dimetilo fué llevada a cabo por el procedi-
miento del Ejemplo 8, en igualdad de todas las condiciones a
excepéidn de que la solucién{y su medio se mantuvieron aero-
bios por equilibracién con aire. El andlisis fisico de la
oxihémoglobina polimerizada dié resultados concordantes con
la dgsoxihemoglobina reticulada del Ejemplo 8. Ia PBO fué
de 2,5 mn Hg de presién de oxIgeno, a la presién atmosférica

v 37°C, teniendo la solucidn wn pH de 7,45.
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EJEMPIO 10

" Polimerizacidn de oxihemoglobina con diepdxido de

butadieno: wna solucidn de 20 ml de oxihemoglobina al 13,4 %

e

en peso/volumen en solucidn reguladora de borato 0,0SM: con

wm pH de 8,0 ¥ unrconﬁéhido en methemoglobina inferior a

0,5 % en peso/volumen, se introdujo en un matraz confenien—
do 320 microlitros de diepéxido de butadieno y 370 microli-
brus Ge bristilamiiiia, ambos COMO 1IGuiios purti. Lo :sluciéi
se agitd é 500 durante 96 horas bajo aire y después la reac~
cidn se apagd por adicidn de 500 mg de cisteina sdlida. El

s6lido se disolvid agitando y se dej6é reaccionar durznie 18

horas. El andlisis de la retlculacldn intemolecular s¢ reali-

‘26 por filtracién de gel a través de Blog91<)}>150 16 ma—

yoris del material eluido, 85 %, fué excluido del gel indican-
do un peso molecular superior a 150,000 daltons. El andlisis

de la oxihemoglobina polimefizada para determinar la hemoglo--
bina y la methemoglobina totél did wna concentracidn de hemo-

globina de alrededor del 9,5 % ¥y una concentracién de methe-

moglobina inferior a 0,4 % en peso/volumen.
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TABIA T

Peso molecular de la hemo:

M

w

b polimérizada Métodok  (x 107

Ejemplo 2 ' 1 5,3 (+0
. 2 "~

Ejemplo 3 ' 11,2 (#
2 : -

Ejemplo 4 1 5,9 (*1
2 R —

Ejemplo 5 | 1 5,0 (1
2 -

Ho es el sfmbolo aceptado para la hemogl
peso molecular promedio en nimero, G.P. es ¢

promedio por viscosidad.
% Nétodo ubilizado:
(1) Cromatografia en placa de vidrio - Se¢

(2) Viscosidad. .

sg



TABTA T

s -
© e

eso molecular de la hemoglobira polimerizada

e

i;iw ",,': ﬂl‘T | o 1T'Ivisc Ce-
Métodol  (x 1072) . (x 107°) P (x 1077)
1 5,3 (208) 0,9 (£0,1) 5,6 (£0,6) -
, i ) e
1 11’;2 (i1;1‘75kf'1,6 (+ 0,3) 9,6 (+ 1,8) -

) R - e ) _ - . ,‘ 1,8
5,9 (+1,8):1,1 (+ 0,1) 6,8 (x9,6) =

—

2 - S - - 2,3

1 5,0 (+1,4) 0,95 (20,1) 6,0 (£ 0,6) =

2 - - - 1,0
y aceptado para la hémoglobina, Tilw es el peso molecular promedio en peso, I?:Tn es el
ydio en mimefo, G.P. es el grado de polimerizacidn y Evisc es el peso moiecular
Ldad. ‘
2 en placa de vidrio - Sepharose ®4B

.
1
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TABLA IT

Propiedades espectrzles de 1s, hemoglobina y de la hemoglobina

‘ _ polimerizada

Ej. Hb o Poli(Hb) Forma A x 1073
1 Hb j . Mo 630 . ;.333
1 Hb - ¢ 540 11,1

2 Poli(mb), i . 630 3,9
2 HEHR )N C £40 0,7
4 Poli e 540 9,4
5  Poli . Mo 630 3,2

.5 Poli ' ¢ 540 9,7

En la tabla, Hb es la abreviatura para hemoglobina, Poli-
(Hb), significa hemoglobina polimerizada, M es methemoglobina,
C es ciznomethemoglobina, A es la longitud de onda y £ es cl
coeficiente de extincidn molar.

Ias hemoglobinas reticuladas exentas de estromas de es-
ta invencidn son capaces de saturarse.con un ligando como oxi~
geno o mondéxido de carbono y éransportarlo ¥y liberarlo a un
medio de uso o a un receptor dél 1igand9. Esta propiedad hace
que las polihemoglobinas sean utiles como sustitutos de la san-
gre. Ia polihemoglobina es soluble en rmedios acuosos, sangre,
plééma, soluciones cristaloides, soluciones electroliticas de
pH regulado y soludioﬁéé~poliméricas coloidales, Ia polihemo-
globina fiene propiedadés coloidales~ocmbticas fisioldglcamen-

te aceptables que la hacen Util como diluyente del plasma san-—
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guineo. Ia polihemoglobina presenta un periodo de superviven-

cia en plasma prolongado, in vivo, como evidencia una’ semi-

duracidén de mds del doble de la hemoglobina no polimerizada,

"

habitualmente alrededor det2 a 30 horas. Ademds, como'ia pbli-r
hemoglobina estd exenta de estromas, se evitan los efccﬁos
perjudiéiales sobre el sistema rensl. )

La capacidad de la polihemoglobina para transpgrtar y
suministrar oxigeno a ius be,jidus y Organus vibales de lus
animales,‘incluIQOs los animales domésticos como perros y ga-
tos y los animales de granja, como vacas y cerdos, arioé mami-
feros y en diversos usos de intercambio de ligandos, e¢ demos—
trada por los ejemplos dados a continuacidn. En el sentido ubi-
}izado en estos ejemplos ¥y én cualgquier otra pé}te de esta me-
moria, la frase "esencialmente exenta de estromas” significa
que la_polihemoglobina no contiene ningiun material estromal
de ios glébulos rojos inclufdas 1aé protefnas no hemoglobina,
los fosfolipidoé ¥y los 1ipid6§; tsemi~duracidn! significa el
periodo de tiempo en el cual ia cantidad inicial de polihemo—
globina en un medio in vivo desciende hasta Ja mitad de su
valor inicial; "curva de disociacidn' significa el grado en el
cual la polihemoglobina se combinard o contendrd al ligando,
po£ ejemplo oxigeno, bajo una tensidn del ligando comprendi-
da entre O y 140 mm Hg; "capacidad de combinacién de oxigeno"
significa 1a_fracci6n, en %, de la cantidad de oxigeno que pue-

de combinarse con cada grupo heme contenido en la polihemoglo-
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"bina. Por ejemplo, una capacidad de oxigeno del 100 %, signifi-

ca, que'éada heme contenido en la polihemoglobina puede combi-
nar un mdximo de una molécula de oxigeno; "afinidad por el
oxigeno" 'se refiere al valor de la P5O para la polihemoglobi-
na, es decir, la presién parcial PO, de oxigeno al 50.-% de sa-~
turacidn; "sustituto de 1@ sapgre“ indiéa la propiedad QGl ma -~
terial de transportar y suministrar oxigeno a les tejidag vy

ER ST v emomm e Lon ~Lam bl am ~ e -
U.I. (108 vibuies d¢ faiiGeEncy 1o Presidnn OnCUNnTULCO LOUTLVLS -
13

cular y "diluyente del plasma® significa la oapacidad de lag
soluciones de polihemoglobina de restaurar el volumen sanguineo,
N EJEMPIO 11

El tiempo de permanencia de la pollhemoglobLna en el ‘plags~-

-ma fué medido de la siguiente forma: en primer lugar, ei dia

antes de la infusidn, se colocd un catéter residente en la ve—
na safenosa de una pata trasera dé dos perros y se calculd el
volumen sagguineo de los perros por'una téenica corriente., El
yolumen sanguined calculado se basaba en el peso del perro con
1la hipdtesis de que el volumen-sanguineo de un perro es alre-
dedor del 7 % del peso corporal total del mismo. Despuéa, al
dfa sigﬁiente, se sacd el 20 % del volumen sanguineo a través
del catéter y se susfituyd inmediatemente por un volumen igual
de ﬁolihemoglobina a una concentracidn del 7 % en solucidn

de Ringér. En un pefrd diferente, el 20 % del volumen sangui-
neo se sustituyd por un &olumen igual de hemoglobina humana.

nativa. Ia hemoglobina nativa es hemoglobina aislada no reti-
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culada, con una concentracidn del 7 % en solucidn de Ringer.

Después, se tomaron muestras de sangre de cada perro a inter-

~valos de 2 horas hasta que descendid la hemoglobina en el

s

plasma, segin se determind espectrofotométricamente po; el
método de la cianomethemoglobina descrito en el Ejempln_1.

Se-determiné la semi~duracidén de la polihemoglobina y_dé la

hemoglobina nativa mediante una representacidn semilogaritmi-

- = e T .’ - N .7 PP T TN T
ce Gel tiempo en lfuucidn de la cuuceubravion de LeimGgioiia

-en el plasma, ya que ésto reduce cualquier proceso de descom-

pgsicidnrexPonencial a una respuesta lineal. ;os resultados
medidos indican que las polihemoglobinas prepéradaé por los
procedimientos de los Ejemplos 2 ad5 presentan un avmerto de
2 a 8 veces en el tiempo dé permanencia en el élasma éch res-~
pecto a la hemoglobina nativa, que presenta un periodo de per-
manencia con un valor de la semi-duracidn de 4 horas en el
plagma de perro..
EJEMPIO 12

El mayor ticmpo de perménencia de la desoxihcmoglobina
reticulada con glutaraldehido como en el Ejemplo 2 y la heﬁo—_
globina fueron medidos en ratas macho con un peso de 250 a
3QO g, una de cuyas venas femorales estaba canulada para in-
'fu;ién y wna de cuyas arberias femorales estaBa canulada‘pa—
ra tomar muestras de acuerdo con el probedimiento del Ejem—_
plo 11. Ademds, en este ejemplo, el volumen sanguineo de la

rata fué calculado como el 8 % del peso corporal total y la:
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polihemoglobina tenia una concentracidn del 8 % en solucién

salina normal. las muestras de sangre, de 0,3 ml, fueron cen-

_ trifugadas a 500 g para sedimentar las células. El plasma con-—

teniendo la polihemoglobina fué analizado _para deteminar la
concentraélon de,polihemoglobina por el método eapecbra¢ con

c1anomethemoglob1na del Egemplo 1. Ios resultados indican que

'la hemoglobina tiene una gemi-~duracidn en el p1a°ma de 90 mi~-

ne la n n11hnmnnﬂnhnnp +iena una sem¢~du‘a016n

. -

nraden mﬂ vk oo
bV VW Ban o Wl W e Mo S

P

prolongada en el plasma de ratas de 315 minutos.
FJEMPILO 13
Ia perfusidn total de ratas con polihemoglobina se rea-

1izé de la siguiente forma: en primer lugar, se anesﬁeéiaron
was ratas macho blancas de laboratorio convencionales, con un
peso de 250 a 300 g, empleando 40 mg/kg de pentobarbital sd-
dico. Después se canularon las arterias femorales y una vena
femoral y se heparinizaron las ratas. Durante todo el estudio.
se registrd continuamente la presidn'artefial media de la ra-
ta a través de una arteria feﬁoral y la otra arteria se uti-
1izd para sacar sangre. la venﬁ femorai se utilizé para in-
fundir polihemoglobina.

‘ Se determind el valor hematdcrito ‘inicial y se sacaron
2‘ﬁ1 de sangre. A continuacidn, se infundieron en la . rata,,
a loilargo de 2 a3 mfﬁutos, 2 ml de hemoglobina pdlimerizada
preparada de acuerdo con el. Ejemplo 2. Después, a intervalos

de 5 minutos, se sacéd 1 ml de -sengre y se infundidé 1 ml de
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polihemoglobina en las ratas y se pfosiguid la perfusién has=
ta que se sacd el volumén sanguineo total de la rata, eétima-
do en el 8 % de su peso corporal. 5i los anlmales presentaban
sintomas de shock, observados por resplra01on errdtica” o una

dlsmlnu016n de 1a pre31on arterlal se ampllaba el tlempo en—

|

tre las retlradas de sangre pero se mantenia la velocidad de

'1nfu316n de pollhemoglobxna de 1 ml cada 5 minutos pafa mante-

ner los animales. Se tomaba una medida del valor hemu ferito -
cada 15 a 20 minutos y la hemorrag1a Yy la 1nfu51on se prosi-

guieron hasta que el valor hematbcrito descendid desde cl

.45 p hasta menos del 5 %. Durante todos los experlmencos, 1

plel de la rata presentd un aspecto normal y no aparevlo nin-

"guna fugs de pollhemogloblna en los humores extracelulares,

como cuando el volumen de sangre se sustltuye por una solu-
cidn de hemogloblna no pollmer1zada en solucidn salina de

glucosa. Los resultados indican que la polihemoglobina sumi-

.nistra oxigeno a los tejidos sin difusidn en los humores exitra-

celulares. t
EJEMPLO 14

Ia capacidad de la poliﬂemoglobina para suministrar
o;igeno a los tejidos animales fué observada en un ensayo con
séptum de cqrazdn de conejo perfundido aislado, realiZado co-
mo sigue: en primer 1ug;f, se sacd el corazén del conejo anes—

tesiado y heparinizado, se canuld la arteria septal y se cor-

£6 el misculo extrafio. Se inicid la perfusidn con eritrocitos
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éaninos en una solucidn‘salina fisioldgica de glucosa tan
ﬁrontb como se sacé el corazdén para evitaf posibles daflos
al tejido. Despuds el septum se montd en su bastidor de
manera que pudiera medirse el lafido del.corazdn y }a velo~-

cidad delcambio.de la tensidn. Se varid el consumo de oxige~

no de los septums modificando el ritmo cardiaco, el candal

de perfundido y la temperatura de los septums. Se determina~

ron las condicliones uf.pb.r..l.menud..!.eb yue p.x.uum..!.d.u ul.t mcu».lmu

- consumo de oxigeno de los septums sin pérdida s1mu1tanca de

la estabilidad septal utilizando eritrocitos caninos como

© perfundido. El contenido en oxigeno venoso : y arterdal fué

medido con un instrumento medidor de o;\J.freno corrlente y la

variacién de la saturac1on de hemogloblna del flugo ¢rter1a1

al venoso fué medida con el medidor de saturacidn de oxigeno
descrito en el Ejemplo 2.

_Tos resultados de las medidas de perfusidn con 1a PO~
11hemoglob1na, como se ha de erito en los Ejemplos 2 a 5,
indican que la saturacidn de 9x1geno dlsmlnuye_del.so % al
70_% y el contenido de oxigeno disminuye 3 por ciénto-en-
volumiea entre ¢l lado arterial y venoso del septum, indicando
que la polihemoglobina en el sistema pgffundido in vivo pro-
pérgiona oxigeno a los‘tejidos vitales. Un procedimiento ge-
nefal para ia perfusién en septums aislados estd descrito

en J.General Physiology, vol. 52, pdgs. 682 a 691, 1968.
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EJHIPLO 15

‘El uso de polihemoglobina para el tratamiento del’

shock hemorrdgico se llevé a cabo como sigue: en primer lugar,

se sangrdé un animal a una presidn sanguinea baja normal ¥ -

le, sangre perdida, se sustituyd por un volumen igual del sus-

“tituto de sangre a ensayar. M4s tarde el animal fué sangra-

do de nuevo y la relacidn entre la segunda y la primera pér-
dida erreeaﬂarcomo {ndice de mangria, QR.R12/RTE x 106; Fn
este procedimiento, unas ratasvmacho fueron sangradas nasta
una baja presidn sanguinea corriente.de 30 mm Hg‘y sz mantu-
vieron ési durante 45 minutos sacando'sangre'para mertener
constante la presidn. En este momento, se registrd el volumen
de sangre sacado dando ei'valor Bl1 y se sustituyd por -sangre,

solucidn salina, dextrano, albdmina, hemoglobina nativa o po-

lihemoglobina. Se dejd que las ratas se recuperasen durante

3 horas y de ﬁuevo se sacé sangre hasta 30 mm Hg obteniéndo-
se el valor Blz'éomo se ha descrito antes. Ios resultados se
encuentran en la Tabla III e indican que la hemoglobina poli-
merizada actya de forma similar a la sangfe completa de acuer-
do con este modelo de shock hemorrdgico. En la tabla, los sus-
t;tutos son las polihemoglobinas preparadas de acuerdo con

los Ejemplos 2 a 5, siendo B la sangre propis de la rata,

S ia solucidn salina fisiolégica; A la a2lbdmina, H la hemoglo~

bina nativa y D el dextrano. Los procedimientos para medir el

indice de sangria estdn descritos en Am.J.Physiol., vol. 169,
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pig. 475, 1952 y Am.d.Physiol., vol. 173, pdg. 403, 1953.

TABLA IIT
Sustitutor Indice de sangria Animales
Bjemplo 2 : 100 ¥ 13 3
Ejemplo 3 . 48 + 15 14~:
Ejemplo 4 72 + 23 5
ﬁjemplo 5 ' %5 + 16 '3
B : 81 + 13 24 .
.5 27 * 12 25
A 71+ 9 3
H 36+ 6 2
D, 30 + 11 O

Ia poIlihemoglobina puede ser utilizada como sustituto
del plasmg sanguineb y como diluyente del ﬁlasma sanguineo,
mezclada con un vehiculo famacéuticamente aceptable o con
otros sustitutos de plasma o diluyentes del plasma sangui-
neo, lLos vehiéulos pueden ser cristaloidés entre los due se
encuentran la solucidn salina fisioldgica, una mezcla cons-
tituida por solucién salina y glucosa, solucién de Ringer,
solucién de Ringer lactatada, solucidn de Locke-Ringer; so-
}ucién de Krebs—Rihger, solucidn -salina equilibrada de
Haitmann y solucidn hepérinizada de citrato sédico-dcido ci~
trico-dextrosa? _ |

Ia polihemoglobiné puede mezclarse con sustitﬁtos po~

liméricos del plasma, solubles en agua ¥ fisoldgicamente

- 48.~
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aceptables, como 6xido de polietileno, poliacrilamida, poli-

vinilpirrolidona, alcohol polivinilico y condensados de éxi-

do de etileno-polipropilenglicol. Ademgs, la polihemoglobi-

na puede mezclarse con sustitutos del piasma coloidales y.
diluyentes del plasma sanguineo como polisacdridos linzales
entre los que se encuentran los dextranos con un pean mrole~
c@lar de 40,000 a 70.000, pectinas de goma aribiga, gelatina
fluida eqﬁilibrada e hidroxietilalmiddn. Generalmen'é'e; -para'
1§s fines de la invencidn, la polihemoglobina estd conteni-
da ;n una composicidn a una concentracidn del 1 a 10 & apro-

ximadamente, mezclada con uno o més de los vehfculos anterio-

res. las composiciones se preparan mezclando la polihemoglo-

bina y el véhiculo en proporciones predeteminadas. Por ejem~
plo, puede prepararse una solucidn del sustituto de la san-
gre que comprende 5 % de polihemoglobina en solucién salina
normal por adicidn de S'g de polihemoglobina a la. solucidn
salina fisioldgica, que es una solucién de cloruro sddico

al 0,85 % en agua,. en cantidad suficiente para 100 ml. Ias
polihemoglobinas pueden ser administradas de la forma comun-
mente empleada en las transfusiones de sangre;

Otras aplicaciones de la polihemoglobina son su empleo
como solucidn artificial de intercambio de oxigeno en los
oxigenadores convencionales, tales como una derivacidn
cardiaca, dispositivos éara favorecer la circulacidn extra-

corpdrea, dispositivos de membranas de fibra hueca y del ti-

49 -
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pé de lamina utilizados para favorecer la circulacién en
los pacientes enfermos.-

La polihemoglobina ﬁuede ser utiligada como fueg
te "de proteinas y oxigeno en microbiologia y puede servir
también je alimento para los bacilos ¥ éétafilococos &8TQ

bios para garantlzar que el alimento es seguro para &l

_consumo animal ¥ humano. Ta polihemoglobina puede ser uti

lizada para el almacenamiento y preservacidén de los érga—
nos perfundidos aislados viables de los mamiferos para su
eventual transplante, en un recipiente, como sustituto de

la capacidad portadora de oxigeno de los gldébulos rojos de

los mamiferos.

’ . :." ¢
- Habiendo descrito la invencidn, se considera co-
mo una novedad y, por lo tanto, reclamamos como de nuestra
propiedad lo contenido en las siguientes:

REIVINDICACIONES

1. Un procédimiento para ld preparacién de hemo-~
globina reticulada, polimerizada y soluble en agua, exenta
de estromas y capaz de combinar reversiblemente con un li-
gando, cuyo procedimiento conéiste en separar los estromas
N 165 residuos celulares de la hemoglopina; hacer reaccio-
nar la hemoglobina resultante de estromas, con o sin ligan
dos, con un agente reyiculante polifuncional que reacciona

con los centros reactivos de la hemoglobina bajo una capa -~

e un gas apropisdo y en condiciones que dan lugar a la —
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formacidén de polihemoglobine reticulada solub}e en agua; y
apagar la reaccidén por adicién de un desactivador del agen
te reticulante a la mezcla de reaccién.
2. Un procedimiento segln la Reivindicacidénsl; -
caracterizado porque se hace reaccionar uﬁ equivalenfe de -
‘ - :

hemoglobina con 2,5 a 300 equivalentes del agente refiéulag

_té{ durante 1/4 a %00 horas, a 0-252C y a la presidén avmos-

férica.
5.7Un procedimiento.segﬁn la reivindicacién 2, -
caracterizado porque la reaccién se llevé a éabo entre 02C
y 10¢eC. ‘ |
- 4. Un procedimiento segin cualquiera de las rei-
vindicaciones 1 a 3, caracterizado porque el agente “etlicu-
lante es:

una triazina de fdrmula:

Rq
{ -
L4
S NN
Rq R2

donde Rl es haldgeno de nfimero ‘atémico 9 g 35 ambos inclusi-
ve y Ry es un sustituyente nucleofilico;. '
un compuesto de formula: 7

Ry B

- 51 ~
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1 donde R3 es un enlace covalente, alquileno de 1 a 5 atomos
de carbono, fenilenc, oxi, sulfonilo © sec-amino; R4 es -~
halogeno o nitro; R5 es hidrogeno, nitro, alquilo de 1 a 8

atomos de ca}bono, sulfo o carbacilo; y Ry es halégeno, -

5 diago, isocianato o isotiocianato;
un compuesto de férmula
__j/—_i:;_p
2 " Rm («\ o o -
g 1 . N 4 -0
10 .
| R8

'donde R7 es halbgeno de nimero atémico 9 a 35y RH @8 ni-

tro o hidrbégenc,siendo nitro por lo menos un radical'RB;
N 1

un compuesto de férmula .
(R9)2C=O
15 donde R9 es hidrégeno o haldgeno de nimero atdémico 9 a 35

smbos inclusive o

‘compuestos de férmulas
Ryo-(CHp) By

Ry o= (CHp)y=C By~ (CHp) p~Ry o

o)
/// P \\\\
. R10-CH N Ciy-Ryo ¥
S (cnz)q///! B
Ry o~ (O),~Ry 3 - (CHp) By
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donde n es un nimero entero de 1 a 8 ambos inclusive; m

es un nimero entero de O a 3 ambos incluéi;e; P es un na
mero entero de O a 4 ambos inclusive; q es un nimero en-
- tero de 1 a4 ambos inclusive; x es un nimero entero de 1

a 5 ambos 1nclus1ve; 10 €5 un grupo funcional 15001hnato,

v1n110, 1m1no, 1sob1001anato, 15001anuro, aldehlda,'epox1

do, cloroformlato, trlcloroformlato o éster 1m1doalqu111—

co 0 grupos de férmulas

“x

y COR
(CH2 12

donde a es un nimero entero de 1 a 3 ambos inclusi&e.y R12
es halégeno o azo; y Rlles oxi, sulfonilo o un gruté amino
divalente.

5. Un procedimiento segin cﬁalquiera de las rei-
vindicaciones 1 a 4, caracterizado porque se afiade una -
cantidad estequiométrica o un exceso de hasta 250 equiva~
lentes de desactivador por equivalénte de agente reticu~
lante.

6. Un procedimiento seglin cualquiera de las rei

“vindicaciones 1 a 5, caracterizado porque el desactivador

es una amina primaria de bajo peso molecular.

7. Un procedimiento segin la reivindicacibémn 1, -

caracterizado porgue la hemoglobina polimerizada tiene un

- 5% -



L e a T

o

10 i

15

20

Rl 25

peso molecular de 64.000 a l.OOO.bOO; .

8. Un procedimiento segin la reivindicacién 1 a
7, caracterizado porque la heméglobina polimerizada es ca~-
paz de combinarse reversiblemente con un ligando en una —
proporcién de hasta 60 micromocles de ligando pdr goame de -
polihemoglobinatéitiené uné viscosidad intrinseca de 0,04
2 0,16 decilitros por gramo.

9. Un procedimiento segin.las reivindicadinnes

1; 7 y 8, caracterizado porgque la hemoglobina polimerizada

‘presenta una presidén parcial de ligsndo a la semi-satura—

cién'de 2,5 a 120 mm Hg a 379C y un pH neutro.

10. Se réivindica por Gltimo como objeto séBre -
el que ha de recaer la Patente de Invencidn que ée,soli;if
ta: UN PROCEDIMIENTO PARA LA FREPARACION DE HEMOGLOBINA RE
TICULADA POLIMERIZADA Y SOLUBLE EN AGUA.

Todo conforme queda descrito ¥y reivindicado en -

" la presente memoria descriptiva que consta de cincuenta y

cuatro paginas mecanografiadas y dibujos que se acompafian.
Madrid, 17 Febrero 1.976

BERNARDO UNGRIA
DD
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