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Una déi}as‘ﬁiSidnes;principalés de los eri-
trocitos es sl %ransporfe de oxiéenp molécuiér.desde los
pulmones a2 los tejidos periféficos.:nos eritroecitos contie
nen en alta concentracién hemoélobina (b)) (30 pg pbr eélg
la = 35,5g/100 nl de células), que forme con 0, un adueto
reversible. Ia presién parcial de oxigeno en los pulmones
es de aproximadamente 100 Torr y en el sistema capilar de
aproximadamente 70 Torr, frente a la que debe'sér disocia-
do Oé por la hemoglobina cargada con oxigeno. En condicio-
nes fisiolbégicas sélo puede ser descargada de ox{geno apro
ximadamente 25% de la hemoglobina cargada con oxigeno. Aprd
ximadamente 75% se devuelve a los pulmones con la sangre
venosa. ?of cdnsiguiente la mayor parte del aducto Hb-0

2
no es aprovechads paras el transporte de O

2?

Efectos de intercambio o reciprocos de la
hemoglobina con efectores alostéricos hacen posible una acg
modacién al requisito fisiolbgico de la mékima cesién de

oxigeno a partir del aduecto Hb-0, con simulténeo manteni-

el sistema capilar.

Las propiedades alostéricas de la hemoglobi

na son responsables de la forma sigmoide de la curva de fi

jaciéﬁ de oxigeno. Su pregién de semisaturaciébn (P02(1/2))

es una escala de medida de la afinidad para 0,. La pendien

. 2
te de la curva con forme de sigmoide en la zona de 40 a 60

3

de saturacién representa el grado de la cooperacién (coope

ratividad) de los cuatro lugeres de fijacién de 0, en la Hp

2
(coeficiente de Hill: n = 2,8 a 3,2). Un aumento del coefi

ciente de Hill, es decir una inclinacibn més pendiente de

la curva de fijacién en forma de sigmoide o un desplaze-
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mado en la derivacibén de glicdlisis en eritrocitos, produ-

Hoja nom., 2

miento de toda la curva de Tijacidn a una mayor presidn par

g

cial de 02 (el llamado "desplazamiento a la derecha") con-
ducirfa a una cesién facilitada de 02 en el sistema capilar
¥y a un mejorado abastecimiento con oxigeno & los tejidos
circundantes. Un "desplazamiento a la derecha" es logrado
"in vivo" fealmente por aumento de la concentracién de
2,3-bisfosfoglicerato en los eritrocitos y su fijacién a
hemoglobina. Por fijacién de 2,3-bisfosfoglicerato a Hb se
disminuye la afinidad para 02 y se aumenta la presidn de

semisaturacién de 02. El 2,3~bisfosfoglicerato, que es for

ce una lenta acomodacién a déficit de 0,
E1l 2,3~bisfosfoglicerato aumenta la vresién
de semisaturacién de hemoglobina aislada agotada d pH 7,4
desde P02(1/2)>=,9,3 Torr (379C) y 4,3 Torr (259C) hasta
PO, (1/2) = 23,7 Porr (3792C) y respectivamente 12,0 Torr
(2590) (K.Imai y P. Yonetani, J. Biol. Chem. 250 (1975)
1093-1098). Una disminucién considerablemente mayor de la
afinidad para 02, es deeir un aumento de la presién de se-
misaturacibn de 02, fué 2lcanzado para hemoglobina aislada
mediente fijacién de hexafosfato de inosita (dcido fitini-
co, IHP), que habia sido aislado de tejidoe vegetales ( K.
Ruckpaul y colsboradores, Biochim. Biophys. Acta 236 (1971)
211-221). Le fijacién de IHP & hemoglobina avmenta la pre-
sién de semisaturacién de 0, hasta ?02 (1/2) = 96,4 Torr
(3720) y respectivamente PO, (1/2) = 48,4 Torr (250¢). El
IHP, igual que el 2,3-bisfosfoglicerato y otros polifosfa-
tos, no puede penetrar a través de la membrana de los eri-

trocitos.
Las vesiculas de 1l{pidos refleian ciertas
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[ propiedades de las membranas celulares. Soﬁ~§apaéeslde pen
trar en la células o bien por fusién con ia‘meﬁbrana de
plasma celular o bien por endocitosis (. Papahadjopouius
colabbradores, Nature 252 (1976) 163-165). Ia fusién desem .
pefila un importente papel en numerosos procesos de memhrapa ’
por ejemplo en la transmisién sindptica, en la secrecién,
en la formacidén de membranas de plasma (reunién) y en la
infeccibn con virus de membranas. Le fusidén de las células
con vesfculas de lfpidos se observé tanto en cultivos cely
lares como también en "fantasmas" de eritrocitos (membrana?

de eritrocitos sin contenido celular).

Por tratamiento de células ML (cepa celular
linfoma del ratén) con vesfculas, que contenfan IgG, con
elevada concentracién de neutralizaecién frente a virus

Coxsackie A-2L, las células eran protegidas contra subsi~

(Nature 235 (1973) 252-253) utilizaron vesfculas de l{pi-
dos con el fin de incorporar invertasa en macrbéfagos de
fatén, que tenfan un déficit de invertasa. No obstante, en
sayos "in vivo" no condujeron & ningin resultado inequivo~-
co, dado que las vesiculas de 1l{pidos son incorporadas sin
diferenciacién en todas las células o son degradadas répi-
damente en el higado.

' La utilizacién de vesfculas de 1{pidos para)
la incorporacién de ?fectores alostéricos u otrﬁs suétan- |
cias en eritrocitos no ha sido descrita hasta ahora. Nume-
rosos ensayos han demostrado que vesiculas de lipidos pue-|
den ser inyectadas sin peligro a animales.

.Mientras que la influencia de IHP sobre la |

estructura y la.funcién de Hb aislado ha sido investigada
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smpliamente, no exisfe ninglin conovcimiento acerca del efec|
to reciproco de IHP con hemoglobina en eritrocitos intac-
tos, dado que hngta ahora no era posible introducir IHP en

eritrocitos intactos. _
Se ha encontrado ahora con sorpresa gue con

ayuda de vesfeulas de lipidos flufdas cargadas, que son capg -

ceg de fusionarse con la membrana de eritrocitos, es posi-
ble trensportar efectores alostéricos tales como hexafosfa
to de inosita (IHP) en eritrocitos; en donde éste por cau-
se, de su mucho mayor constante de fijacién desnlaza al
2,3-bisfosfoglicerato de su lugar de fijacidén en la hemo-
globina y es incorporado de modo irrevesible. En estas con
diciones la Hb existente en los eritrocitos pasa a una con
formacibén alostérica con una afinidsd para ox{ geno impor-
tantemente més baja.

' Te disminucién de la afinidad para 0,, es
decir el aumento de la presién de semisaturacién de 02 de
hemoglobina en eritrocitos, aumenta la capacidad de los
eritrocitos para digociar el 02 fijado incluso frente a
més elevadag presiones parciales de 02 y mejora por consi-
guiente la aportacidén de oxfgeno a log tejidos.

“ Eritrocitos, en los gque ha sido incorporado
IHP, y que por lo tanto producen una mejorada aportacién
de ox{geno a los tejidos, pueden encontrar aplicacién y
utilizacibén en los siguientes casos: |
1) En el caso de baja presién parcial de oxfgeno en el aire

respirable: escaladores de montatiag a grandes alturas, as-
tronautas en atmésfera pobre en 02.
2) En el caso de superficie de intercambio de 02 reducidas

disminucién del nfimero de los alveolos pulmonares en el cg
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deracién también otros fosfatos de azdcares tales como pen

Hoja ntm. 5

80 de enfisema pulmonar. - 4
3) En el caso de resistencia aumentada contrs difusibn de
0 :

4) En el caso de capacidad de transporte de 0, reducidat

, en los pulmones: neumonia, asma.

eritropenia, estados anémicos de todo tipo, derivacién o

desviacibn arteriovenosa. |

5) En el caso de perturbaciones de la circulacién sanguf-
nea: arterioesclerosis, procesos tromboembélicos, infarto
orgéﬁico, estados isquémicos.

6) En el caso de alta afinidad de hemoglobina pera ox{genof
mutaciones de hemoglobina, modifiecacién quimica de amino-
4cidos con N en posicién terminal en las cadenas de hemo-
globina, por ejemplo Diabetes mellitus, défiecit de enzimas
en eritrocitos. _ '

7) Para la aceleracién de procesos de desintoxicacién por |
abastecimiento mejorado de ox{geno. » ff .

8) Para la disminucidén de la afinidad de sangre conservada
para oxfgeno: transfusiones, estados de chogue (shock).

9) Para mejorar la radioterapia de cahcer.

Como efectores alostéricos para el transpor
te en los eritrocitos entran en considéraéign predominaﬁtg
mente los que tienen una afinidad para la hemoglobina nés
elevada que los efectores fisiolégicos 2,3-bisfosf6glicer§

tos y trifosfato de adenosina.

10

Especialmente Be prefiere hexafosfato de in
sita como efector alostérico.

‘Como efectores alostéricos entran en consi-

tafosfato de inosita, tetrafosfato de iﬁ&siﬁa, trifosfato

de inosita, difosfato de inosita y difosfato de aifosfati-
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Ifojrn ntim. 6

Otros efectores alostéricos adicionales son
otros polifosfatos tales como trifosfatos de nuclebtidos,
difosfatos de nuclebtidos, monofosfatos de nuclebtidos y
ésteres de fosfato de alcoholes.

En el caso de determinadas mutaciones de he<s

moglobina, por ejemplo hemoglobina de "Ziirich", pueden pasar

& utilizarse en calidad de efectores alostéricos aniones
orgénicos tales como 4cides policarboxflicos.

Finalmente también és posible que los efec-
tores alostéricos sean aniones inorgénicos tales como hexa
cianoferrato, fosfato y cloruio.

Como vesfculas de l{pidos se emplean mezclag
de fosfatidicolina/fosfatidilserina/colesterina en la pro-
pofci6n molsar de 10 hasta 5 ¢ 4 hasta 1 ¢ 10 hasta 3., Se
prefiere muy eSpecialménte una proporecién molar de 8 s 2 :
No obstante, también es favorable una proporcién molar de
9:1: 8 as{ como una de 8 : 4 : 7T, .

Como liquidos vehfculos flufdos pueden en-

trar en consideracién los 1iqﬁidos vehfculos usuales, espe-
cialmente liquidos vehficulos fisiolbgicos tamponados, que

gon conocidos sin méa explicaciones o ge encuentran a dis-
posicién para un téemico en la materia, tales como por ejem
plo tampén bis-Tris isoténico. (Tris = tri{hidroximetil)-

Las vesfculas de 1lipidos deben ser capaces
dio de la incorporacién de los efectores alostéricos en

eritrocitos intactos se ha hecho posible que la hemoglobi-

na existente en los eritrocitos se convierta z una confore

7.
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proe

01a1mente mayor.

posicidn eritrocitos modificados que garantizen un aprove=-
chamiento mejorado de oxigeno de la sangre. Estos eritroci
tos modlflcados se obtienen, 1ncorporando en ello irrever-
giblemente efectores alostéricos con ayuda de vesfculas de
lipidos, fusiondndose lasg vesicglas de 1{pido con las mem-
branas celulares de eriﬁrocitoé, y sien&o fijédos,los‘efeg
tores alostéricos a la hemoglobina en los eritrocitos.
' Cuando, por éjemﬁlo, se utilize IHP como

efector alostérico, primeramente las vesfculas de lipidos

troeitos, siendo fijado el TIHP énla ﬁemoglobina, éon lo
cval se modifica la conformacl6n alostérica de la hemoglo-
bina y por consiguiente su aflnldad para oxigeno.

La incorporacién de la combinacién de efec-

_tores alostéricos y vesfculas de 1fpidoes en los eritroci-

eritroeitos modificados vara combatir las més diversas en-
fermedades, que se han mencionado en lo que antecede.

En lsa éplicaci6h y utilizacién, eritrocitos

cién de 1a combinacién de vesfculas de lipidos con efecto-
res alostéricos, y los eritrocitos modificados son introdu
, ci&os de nuevo en el plasma sanguineo.

7 Por lo tanto es posible, sin ninguna difi-
‘cultad, obtener conservas de sangre o sangre con eritroci-

tos modificados, que pueden'ser empleadas doquiera donde |

son cargadas con el IHP y luego son fusionadas con los erij

tos seefectia de manera extracorporal. Por consiguiente, e:

invento abarca también medicamentos y la utilizacién de losg

| macién alostérica, que. cede oxigenc con una faclliaad esen+

El presente invento hace posible poner a dig -

L -

separados de sangre retirada son modificados por incorpora|:
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gea nacesario 1ograr.una cesidn acrecentada de oxfzeno al
torrente circulatorio final o aumentar el aprovechamiento
de oxfgeno por los tejidos.

Los eritrocitos modificados pueden ser in-
troducidos también en la circulacién sanguinea de un ani-
mal de sengre caliente, por via intravenosa, en un 1lfquido
vehfculo fisiolégicamente apropiado.

| Una forma especial de realizacién de la pre
paracién de eritrocitos modificados se expone seguidamente

Se obtienen eritrocitos modificados con ce-
gién mejorada de oxfgeno, '

a) disolviendo hexafosfato de inosita en una solucidn tam~

pén isoténica, hasta que la solucidn esté saturada;

contiene fosfatidilcolina; fogfatidilserina y colesterina
en la proporcién molar de 10 hasta 5 ¢ 4 hasta 1 : 10 hastL
33

¢) sometiendo la suspensién obtenida a la desintegracién
con ultrasonidos o a un procedimiento de inyeccién;

d) centrifugando la mezcla y separando de este modo la sug
pensibén sobrenadente, que contiene las pequefias vesiculas
de lipidos ehiiquecidas con hexafosfato de inosita asf co-
mo hexafosfato de inosita libre;

e) suspendiendo después de ello eritrocitos humenos, que
previamente han sido separados por centrifugacién del plag
ma sanguineo, en la suspensién sobrenadante, que contiene
las pequefias vesiculas de lipidos enriquecidas con hexafog|
fato de inosita as{ como hexafosfato de inosita libre;

f) incubando la suspensién obtenida y fusionando de este

modo las vesfculas con los eritrocitos; y
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1 —g) lavando los eritrocitos intaétﬁé, aghora mééificédbs, con
solucién isoténica de sal comfin o con tamp6ﬁ isotébnico y
liberéndolos cuantitativamente de hexafosfato de inosita
libre existente en el exterior y suspendiéndolos en el plag
5 | ma sangufneo o en soluciones sustitutivas del plasme sengui
| neo.

El invento es explicado seguidamente haciens

do referencia a las figuras, siendo designadas por RBC cé-
lulas sanguineas rojas. , ‘
10} : ~ La figura 1 es una representacibén gréfica,

que representa el aumento de la afinidad para 0, de hemo-

2
globina en los eritrocitos con el transcurso del tiempo de
conservacién a 42C (TC). La presibén de semisaturacién de O)

(®

T

) fué medida a 25°C en ausencia de GOé.

RBC conservadas en ACD B-B-Er ; BBC, que

| han sido conservadas en tampén bis-Tris isoténico 0,10 mo-
lar de pH 7,4, que contiene 0,154 moles/litro de NaCl 6- €

o .

0
15 2 (1/2)

La figura 2 representa el "desplazamiento a
9 de hemoglobi
na en eritrocitos en funcién del tiempo de conservacién a

20| la izquierda" de las curvas de fijacién de O

49C. Las RBC fueron conservades a 42C en tampén.bis-Tris
isoténico, 0,10 molar de pH 7,4, que contiene 0,154 moles/
litro de NaCl., Las isotermas de fijacién fueron medidas a

25| 259C en ausencia de 002. ¢ RBC, que han sido

liberadas totalmente de polifosfatos; : RBC

en el tiempb de valor mitad del empohrecimieﬁto con poli-
fosfatos (*( 1/2 = 9 &) .t RBC recientement

extraidas (recientes). La flecha indica la descarga de la

W

30| hemoglobina bajo la presién parcial de 0, de 30 Torr.
07098
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IHP inducida con V2, a pH 7,6. Las RBC fueron conservadas

Hoja nam. 10

Ia figura 3 representa la dependencsia respeg
to del pH de las curvas de fijacién de 02 a 259C en ausen-

cia de CO,.. Se conservaron RBC durante 17 dfas a 40C en

2
tampén bis-Tris isotbénico 0,10 molar de pH 7,4, que contie-
ne 0,154 moles/litro de NaCl:-- y PH 7,72; ¢

PH 7,425 =,=i=i=s=.~.2 pH 7,08. La flecha indica la satura-
cién (8) disminuida de la hemoglobina bajo una vresién var-
cial de 0, de 30 Torr.

Le. figure 4 representa el efecto Bohr de hed

2

moglobina en eritrocitos a 25¢C en ausencia de 002. Se con-
servaron RBC durante 17 dlas a 42C en tampén bis-Tris iso-
ténico 0,10 molar de pH 7,4, que contiene 0,154 moles/li-
tro de Nall.

La figura 5 representa la incorporacién irrg
versible de IHP en células sanpuineas rojas. La presién de
semisaturacién de 0, de los eritrocitos fué medida a 259C

2

en ausencia de CO,, antes y después de la inecorporacién de

2
a8 42C en fampén bis-Pris isoténico 0,10 molar de vH 7,4,
que contiene 0,154 moles/litro de NaCl. 9—0—0Q_.: curva
de empobrecimiento con polifosfato de RBC; 1 «—> [ : carg
con IHP a pH 7,6 y conservacién a 49C de la RBC nargada

con IHP; A «—> A ; carga con IHP a pH 7,6 y conservaciby

(=3

a 379C de las RBC cargadas con IHP. La incorporacién de IHP
fué llevada a cabo en condiciones normalizadas. .
La figura 6 representa el efecto Bohr de log
eritrocitos cargados con IHP a 258C en ausencia 4e 002.
80— : carga con IHP inducida por V2 a pH 7,6; B3
carga con IHP indueida por V2 a pH 7,8. Las RRC fueron con
gservadas a 42C en tempén bis-Tris isoténico 0,10 molar de
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oH 7,4 que contiene 0,154 roles/1lifre de NaOl..Ia cakra com

a 2595 &n a&sencla de CO

-

Hojn ntim. 11
- - L

IHP se efectud en condiciones normalizadas. »
La figuraVﬁ representa la influenecia de la
composicibén de las vesfculas sobre el "desplazamiento a la
derecha" de las isotermas de fijacién de 02, medida parsa
vH 7,6 a 252C en ausencia de 002.-La cargs con IHP se efee:

tué a pH 7,6 en condiciones normalizadas. Ias células fue-

ron suspendidas en tampén isoténico de pH 7;6. —emememameor} !

las RBC fueron conservadas durante 19 dfas en #ampén'bis-Tl
isoténico 0,10 molar de pH 7,4, que contenfa 0,154 moleaﬁkg
tro de Nacl"' ¢ RBC después de la carga con

IHP indueida por V1 wve=en=u=? RBG recientes; :
RBC después de la carga con THP inducida con V2. Ia flecha.‘
indica la saturacién disminuida de la hemoglobina bago 1a
presién parcial de 0 de 30 Torr. | |
La flgura 8 representa la estebilidad a 3791

w Nl

de vesfculas cargadas con IHP. 0 0.0 ves{culas V23 &ff

: ves{enlag V3.

Le absorcién de IHP por RBC induecids por ve
sf{culas se efectub a. pH 7,4 en condiciones normalizadas.

La PO de los eritrocitos cargados con THP se midiéd

La figura 9 reproduce la clnétlca de la in=

14C~eolesterina desde vesiculas en eritro-

corporacién de
citos intactos. La incubacién se efectué a 372C y pH Ty4
en tampén bis-Tris isoténico 0,1 molar, que contenfa 0,154
moles/litro de NaCl.

La figura 10 reproduce la cinética de la ip

14

corporacién de ~ C-colesterina desde vesfculas V2 en eri-

trocitos intactos. lLa radioactividad fué medida en lipidos

is
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efectud en las condiciones mencionadas para la figura 9.

La figure 11 reproduce la cinética de la ab4
sorcién de 14C—colesterina por células Hela desde vesiculaﬁ
dellipidos. Ie incubacibn se efectué a 372C en solucién de
sal comin tamponada con fosfato a pH 7,4.

La figura 12 reproduce la dependencia con el
pH de la absorcién de l4G-colesterina por células Hela dest
de vesfculas. Ias condiciones eran las mismas que en la fi+
gura 11.

La figura 13 reproduce la influencia del vast
lor de pH del medio de incubacidn sobre la presidn de semis

saturacién de 0, de eritrocitos cargados con IHP, La P

2

fué medida a 2520 en ausencia de 002.

La figura 14 reproduce la cinéticg de la car

goe de eritrocitos con IHP inducida por V2 a pH 7,38, en pr%

gencia de IHP en el medio exterior. La incubacién de RBC
con una edad de 57 dias se efectué en condiciones normalizg
das. La P, fué medida a 252¢ en ausencia de 002.
2 (1/2)
valor de pH del medio de incubacibn sobre el tiempo de va-
lor mitad de la incorporacidén de IHP inducida por V2. Las

La figura 15 reproduce laz influencia del

RBC fueron incubedas en condiciones normalizadas con IHP

en el medio exterior. Ia ?o fué medida a 259C en

ausencia de CO0,. 2 (1/2)

La figura 16 reproduce la cinética de la
carga de eritrocitos con IHP inducida por V2 a pH 7,4, en
auaeﬁcia de THP en el medio exterior. La incubacién se efe
tué en condiciones normelizedas. Le P, se medié &

2 (1/2)

250C en ausencia de co,,.

i

0y (1/2)
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Ta figuréilf mueétfg'las cﬁr&ééraé fi&acién
de 02 antes y despuésAde la carga con IHP inducida por V2
de eritrocitos a pH 7,4. La incubacibén se efectud en condif
ciones normalizadas a pH 7;6. Lo cesibn de ox{geno por los
, de 30 Torr,
erftica para el cerebro, se indica mediante flechas: a 259(

eritrocitos frente a la presién parcial de 0

----------- , eritrocitos de 41 dfas de edad (cesién de 0,
5%) 3 sy eritrocitos cargados con IHP (cesién de
0 47%)! a 372C: TeTeTeTe e "s erltroc:.tos de 41 dfas de

edad (cesidn de 0 21%) s=eee=esa=? eritrocitos carga-

dos con IHP (ces16n de O 80%) En ordenadas se representa
la saturacién de 0, (SAT) en /%/.

El grado de la cesién de oxfgeno por la he-
moglobina, contenida en los eritrocitos, en los cépilares

depende no solamente de la presién parcial de 0, de la san

2
~ gre venosa, sino sobre todo de la afinidad de la hemoglobil}
na en las células rojas para oxigeno. Efectores alosféri-
cos contenidos dentro de los eritrocitos, los cuales regu-

len la afinidad para oxigeno, son los prdtonss Bohvr, Q02 ¥y

94

compuestos orgénicos de fosfato, especialmente DPG (2,3-bi
fosfoglicerato, efector natural alostérico) y ATP (trifos—
fato de adenosina).

El empobrecimiento de células rojas conser-|
vadas con DPG y con ATP conduce a un aumento graduallae la
afinidad para oxfgeno (S. Balcerzak y otros: Adv. Exp. Med)
Biol. 28 (1972) 433~447). Zste es representado gréficémen—
te en la figura 1 mediante fepresentaci6n de la presién
parcial de 0, en el caso de semisaturacién (medids a 252C)
en funcién del tiempo de conservacién (eritrocitos conser-

vados 2 49C). Las isotermas de fijacién de 0, son medidas
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en ausencia de CO coﬁ valor constante de pH (»H 7,4), con

el fin de excluirzlas influencias de estos efectores alog-
téricos sobre la presibn de semisaturacién. E1 punto final
del empobrecimiento, dependiente del tiempo, con polifosfa
to es definido por la Po = 4,2 Torr, es decir la

presién de semlsaturacién Se/ﬁamogloblna totalmente exenta

P de eritrocitos recientes, depende de la composi
cmgn(&/i)med1o de suspenai6n. A partir de estas curvas de
empobrecimiento con polifosfato ge puede determinar un nue
vo parsdmetro funcional de eritrocitos conservados, el lla-
mado tiempo de velor mitad del empobrecimiento con poli-
fosfato dentro de los eritrocitos. Este es de 9 dias en
tampén bis-Tris isoténico 0,1 molar de pH 7,4 vy de 12 dfas
en ACD (4cido citrico-citrato de sodiodextrosa: soluciébn
de conservacidn)en calidad de solucién estabilizadora.

El empobrecimiento con polifosfatos en eri-
trocitos provoca un "desplazamiento a la izquierda® de las
isotermza de fijacidénm de 02 ¥y por consiguiente una disminu
cién de la capacidad de cesién de ox{igeno.

El "desplagamiento a la izquierda" de la
curva de fijacién de 0, y la disminucién de la capacidad
de cesién de oxfgeno, medida a 252C de eritrocitos conser-
vados a 490 se representan en la figura 2. Bajo una presiéph

parcial de 0, de 30 Torr se des-saturan en 11% eritrocitos

2
recientesg, mientras que eritrocitos que egtdn empobrecidos

a la mitad con polifosfatos, solo son des-saturados en 1%,
El "desplazamiento a la izquierda" de 1as
curvas de fljacién de O de eritrocitos empobrecidos con

polifosfato provoca un pernuiclo de la cesién de oxfigeno
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ose

en los tejidos. Una tia@ﬁidéién mésiva de éangéejalﬁébené-
| da (con déficit de DPG) conduce por consiguiente & una dig
minueién del valor del pH de los méisculos y a un aumento
del nivel de lactato en el plasma, acompafiados por una disg
minucién de la presién sanguinea, conocidaAcomo "g{ndrome
de transfusién® (S.V. Kevy y colaboradores, Adv. Exp.Med.
Biol. 28 (1972) 511-516). Esta dieminucién del valor del

quierda" representado en la figura 3. En el caso de una
presién parcial de 02 de 30 Torr un desplagzamiento del va-
lor de pH de 7,42 hasta 7,08 aumenta la cesién de oxigeno
“de lasg células rojas (que han sido almacenadas durante 17
dfas a 49C en tampén bis-Tris iséténico 0,1 molar de pH

T,4) desde 1% hasta 5%; no obstante una cesién hasta de 11,
que es observada en el caso de células rojas recientes a
pH 7,46, no puede ser producida por el efecto Bohr por si |
s6lo (vedse fig. 2). Ia influenéia del valor de pH sobre
la afinided de O2 efecto Bohr de células roias almacenadas)

que estén suspendidas en tampén bis-Tris o tampén Tris, is

[1%4

"“ténico 0,1 molar, se representa en la figura 4 para el max
gen de pH 7,0 hasta 7,8. Las curvés de fijacién’de O2 fue-|
ron medidag a 259C en ausencia de 002 con eritrocitos, que
habian sido mentenidos a 42C durante 17 dfas. Estos eritro|
citos envejecidos han perdido més de la mited de su efecto
de polifosfato sobre la afinidad de hemoglobina para'oxigg
no (vedse fig. 1). El efecto Bohr - A Py A pH
corresponde & 0,53 protones por cada mol aezoé?/Z)

ro de los protones Bohr cedidos con fijacién de oxiggno es|

El niime-|

constante por lo menos hasta una edad de las RBC de 34 digs,

cuando ya se ha perdido 75% del efecto de polifosfato. Pon
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-io tanto, el almacenamiénto, es decir el empobrecimiento coh
polifosfato, no tiene ninguna influencis sobre el efecto
Bohr de los eritrocitos.

METODOS

Retirada y almacenamiento de sangre humana

De una persona de ensayo voluntaria, joven
¥y sana, se tomaron 100 ml de sanere nue fueron recogidos en
un biomatraz de 250 ml (Biotest-Serum-Institut, Frankfurt
am Main), que contenfs 50 ml de ACD como estabilizador. Es-
ta muestra fué conservada a 490C.

Obtencibn y conservacién de eritrocitos humanos

300 ml de sangre de una persona inicial de
ensayo joven fuerom recogidos en una bolsa de material sin-
tético, que contenia heparine o citrato sédico paré impedin
la coagulacién de la sangre., La muestra de sangre fué enfrig
de en un baflo de hielo. El tratamiento ulterior se llevd =2
cabo a 49C. TLos eritrocitos fueron separados del plasma poy
centrifugacién durante 20 minutos a 23500 x g (g = acelera-
cién de la gravedad) (Sorvall, Typ RC-2B; rotor SS 34; 12000
rpm). Lag células rojas envasagas fueron suspendi@as en tar
pén bis-Tris isoténico de pH 7,4 (bis-Tris 0,10 M, NaCl.
0,154 M) y centrifugadas. Esta operacién de lavado fué re-
petida tres veces., Finalmente los eritrocitos sedimentados
fueron suspendidos en 300 ml de tampbn bis-Tris isoténico
de pH 7,4 y almacenados a 49C,

Medicién del pH y ajuste de la suspensién de eritrocitos

. . Las célulgs rojas mantenidas en tampbén iso-
ténico 0,1 molar de pH 7,4 o en ACD fueron centrifugadas a
temperatura ambiente durante 2 minutos a 8000 x g (centr{-
fuge Eppendorf, tipo 3200, 12000 rpm). Ia suspensién de eri
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tido recambio del medio tampbn. Las e¢élulas fueron suspen—
didas en el tampén deseado y centrifugadas de nuevo. Esta |
medida debe ser repetida hasta que se alcance um valor cong
tante de pH.

La medicién del pH se efectﬁg'a 2590 con un
electrodo de vidrio (Ingold, Frankfurt a.M., tipo 406-M3,
e = 35 mm). Ia precisién de la medicién del pH es de + 0,0
unidades. '

Preparacién de las vesficulas de l{pidos cargadas con IHP

Se disolvié IHP, por ejemplo entre la tempe;

ratura ambiente y 509C, en tampén bis-Tris isoténico (pis-
~Tris 0,10 M, NaCl 0,154 M) de pH 7,4 hasta la saturacién
(0,19 M). Una mezcla de lipidos consistente en fosfatidil-|
colina (PC), fosfatidilserina (PS) y colesterina (Ch) en
la proporcién molar de 8:2:7 (vedse tabla 1) fué suspendi-
da en esta solucibn y fué sometida a irradimcién acﬁéfica
a aproximadamente 502C bajo nitrdgeno durante 45 minutos.
El margen de temperaturas para la preparacién de la ves{cg
las est4 limitado sélo por ei punto de congelacién del tem
pén y por la estabilidad térmica del polifosfato. Ia irra-~
diacién aclstica se 1llevé a cabo por un desintegrador por -
ultrasonidos (Schbller; tipo 125, Frankfurt a.Main) con 7
wno sonda sumergible de titanio (10 kHz). Ia irradiacién
aclistica puede efectuarse de modo eficaz con energiaé gi~
tuadas preferiblemente por encima de 100 w/cma. Despues de

le irradiacién acistica, la suspensién de vesfculas fué ce

124

trifugada durante 1 hora a 100000 x g a 252C en una ultra-

brenadante contenfa las pequefias ves{culas de lfpidos con
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un diémetro de 500 °A. Durante la formacién de 1ae'ves:[J
culas, éstas encierran en s{ la solucibn, en la gue son susg

pendidog los 1ipidos.

Composicién de las vesfculas de lipidos™

Vesiculas Proporciones molares
PC : P8 : CH
Vi ' 9 1 : 8
V2 8 2 : 7
V3 8 : 4 : 7
V4 8 0 : T

® son ditiles proporciones molares en el margen (VI-V3) de

PCIPS:C0H = 10-5 : 4-1 : 10-3.

.

La fosfatidilserina fué preparada a partir
de cerebro de vacuno (Koch-Light, Inglaterra) y la fosfati
dileolina lo fué a partir de yems de huevo (Lipid Special-
ties, Boston, USA). Le colesterina y la sal sédica de hexa
‘fdsfato de inosita fueron adquiridas de Merck (Darmstadt) ¢
Sigma (Minchen). Todos los lipidos fueron purificados por
cromatografia en columna. Su pureza fué comprobada poste-
riormente mediante cromatograffa en canpa delgada.

1 n moles/litro de lfpidos pronorcionan 2 x
1011 vesfculas de 1l{pidos las cuales son provistas con mem
brenas de lipidos de doble capa (pequefias vesfculas con un
didmetro de 500 °A y menor). 2 x 10T vesfculas de 1fpidos
fueron incubadas con 106 eritrocitos, pero también se uti-
lizaron otras proporciones, que son mencionadas seguidamen
te.
Incorporacidn de hexafosfato de inosita en eritrocitos hu-
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manos B R
Para ensayos "in vitro" se centrifugaron 200
)il de suspensién de eritrocitos a temperatura ambiente du-
rente 2 minutos a 8000 x g (centrifuga de Eppendorf, tipo

3200, 12000 rpm). Caso de que fuera necesario, las células

tadas al deseado valor de pH, y luego fuerdn sugpendidas .
de nuevo en 200/u1 de tampén isoténico 0,1 molar con el det
seado valor de pH. A la suspensién se le afindié un volumen
iguel de la suspensién de vesficulas de lipidos con el de-
seado valor de pH. Los eritrocitos fueron incubados duran-
te 1 hora a 379C., Luego los eritrocitos fueron lavados va~’
rias veces con tampén isoténico 0,1 molar, hasta que se hu|
bo alcanzado un valor constante de pH. Se 11evéroﬁ a cabo

ensayos’deAprecipitacién mediante Ca +2 con la porcién so
brenadante, hasta que ya no pudo detectarse nada de INP 1i
bre. Pueden utilizarse cualesquiera sistemas tampdn, que

sean eficaces en el margen de pH de 7 a 8 y que no perjudi;

quen las correctas propiedades estructurales, morfolégicas
y funcionales de los eritrocitos.

Medicién de las curvas de fijacidn de 0,

Las curves de fijacién de 0, fueron traza-
das a 259C con ayuda del répido método de difusién (H.Sick
y K. Gersonde, Analyt. Biochem. 32 (1969) 362-376 y ﬁ.Sick
y K. Gersonde, 47 (1972) 46-56).

Resultados

Efecto Bohr de células rojas humanas almacenadas después .

de fusién con ves{culas.

‘La presién de semisaturacién de 0,, la coo-
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Cperatividad (n = 2,8) y el efecto Bohr de eritrocitos- humad
nos, que han sido mantenidoe a 420 durante 40 dfas en medig
tampén isoténico de pH 7,4 a 49C y estédn parcialmente empo+
brecidos con polifosfatos, no son modificados esencialmente
desnués de incubacibén en tampén isoténico de »H 7,6 con la
vesfculas V2 a 372C durante 1 hora. La incubacién de eritrg
citos con vesfculas que tienen diferentes composicionea de
1{pidos (Vi'y V3) tampoco tiene ningune influencia sobre

los parémetros de fijacién de 0, de la hemoglobina dentro

2
de los eritrocitos.

Efecto Bohr de células rojas sanguineas humanas conservadag

después de la incorporacidn de_hexafosfato de inosita induy

cida por vesfculas (V2).
E1l IHP, el mds intenso efector alostérico de

hemoglobina hasta ahora conocido, disminuye la afinided de
hemoglobina para ox{geno, reconocible por un "desplazamiento
e la derecha" de la curva de fijacidn de 02. Eritrocitos
cargados con este polifosfato durante la fusién con vesfeu
las de lipidos, que contienen el efector.

_ Los ensayos de acuerdo con el invento aqui
descritos con el ejemplo de la incorporacién de IHP, dis-
currirfan en lo esencial en el mismo sentido con los tipos
mencionados en lo que sigue de efectores alostéricos as{
‘como con sus mezclas, que no son capaces de atravesar la
membrane de eritrocitos. _

Tales efecfores alostéricos son, por ejemplo,
fosfatos de azfcares tales como pentafosfato de inosita,
tetrafosfato de inosita, trifosfato de inosita, difosfato
de inosita y difosfato de difosfatidil-inositol. Ademés de
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tos de nucleétidos, difosfatos de nucleétidos, monofosfatosg
de nucledtidos, y ésteres de fosfato de alcoholes. Entran |
en consideracién también aniones inorgénicos tales como he-
xacianoferrato, fosfato y cloruro. Finalmente, pueden en-
contrar utilizacién como efectores slostéricos, especialmen
te en el caso de hemoglobina, que tienen una mutacién, tam-
bién sniones orgénicos tales como 4cidos policarboxflicos.
Como ejemplo de una hemoglobina mutada se mencionaréd la "hq
moglobina de Zlrich" y como ejemplo de un 4cido policarbo-
x{lico se mencionard 4cido maleico.

Eritrocitos humanos, que habfan sido mantens
dos durante 25 dfas a 42C en medio tampén isoténico de -pH

Tyl (Po = 6,0 Torr), fueron ajustados a pH 7,6

P 2 (1/2)
% (1/2)

hora 379C, en tampén Tris 1sot6n1co 0,1 molar de pH Te8,

4,5 Torr) y luego fueron incubados durante l;
que conten{a 0,19 moles/litro de IHP, con vesiculas V2, qus
habfan sido cergadas con IHP. Después de incorporacién de
IHP en los eritrocitos subid drésticemente la presién de sg

misaturacién de 0, (P = 14,3 Torr) en un factor de

32y 6 o van2o(1fB) .
2y sobrepasé el valor'pars eritrocitos recientes (I’0
= 10,55 Torr) en un factor de 1,4. 2 (%/2)
Iuego, estos eritrocitos cargados con IHP
fueron mantenidos durante 6 dfas a 4¢C en medio tampén iso
ténico de pH 7,6. La presién de semisaturacién permaﬁecié'
constante. Después de otros 4 dfas a 49C fué modificado a
7,28 el valor de pH de los eritrocitos cargados con IHP,
subiendo nuevamente a 32,1 Torr la ?0 « En otros en~
sayos,Aerltrocltos lavados, que hab{an gldo mantenidos Gu- )

rente 36 dias & 49C (mds intensamente empobrecidos con DPG), .
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be descrito. También en este caso subié la PO a 14,0
Torr. Las células cargedas con IHP fueron men%eﬁ%éég a 379
durante 2 df{as. Tampoco se comprobd ninguna modificacién

de la afinidad pare ox{geno después de almacenamiento a 37

durante 2 dfas de estas células cargadas con IHP, A diferen

cia de eritrocitos normales, que durante el almacenamiento

a 49C manifiestan une disminucién a la mitad de los polifog

fatos fisiolbgicos, eritrocitos cargados con IHP no parecen
hidrolizar al IHP al menos durante un tiempo de 9 dfas, lo
cual puede reconocerse por un valor constante de ?0 :
(véase figura 5). Con los eritrocitos tratados de eétglégl
nera se pueden lograr por consiguiente tiempos de conservas
cién esencialmente mis largos. | ‘ '
Ademés de ello, las c¢élulas sanguineas rojs
cergadas con IHP menifiegtan un efecto Bohr més intenso qui

las células no tratadas (véase figura 6).

En ausencia de 002, el afecto Bohr de eritrg

citos, que habien sido incubados con vesfculas V2 cargadas
con IHP en presencia de IHP libre a2 pH 7,6 y habfan sido

ajustados al'deseado valor de pH por lavado con el oportu-
no tampén isoténico 0,1 molar, es - A Po Apt=1,p
« E1l dato de protones(%/g% de eritro

protones por mol de O2
citos cargados con IHP es tres veces mayor que en células
sanguineas rojas recientes, normales. Por lo tanto, éélula
cargadas con IHP hacen més eficaces a la cesidén de ox{geno
en los tejidos y a la absoreién de ox{geno en los pulmones}
Le incorporacibn de IHP con vesficulas V2 cargadas con IHP
en presencie de IHP libre es mucho més eficaz a pH 7,8.

Deapués de gue el valor de pH de las células cargadas con

c
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tedricamente esperada a PO 35 Torr (véase flgura
6). Por otro lado, el efec%o(%éﬁ% despuds de la incorpora-
cién'a pH 7,8 parece hacerse menor (- P / pH=
0,9 protones por mol de 0 ). 2k(1/2)

cibn de hexafosfato de inosita por eritrocitos humanos.

El "deSplaéamiento a la derecha" de la curvg
de fijacién de O, es una medida de la cantided de THP aﬁso;:
bida por eritrocitos humanos. Por consiguiente la presién |
de semisaturacidén de 02, medida en condiciones normalizedas
es una exrresién del rendimiento de la incorporacién de IHE
Este rendimiento de la absorcién de IHP depende ampllamen-
te de la composicién de lipidos de las vesfculas.

En la flgura 71 se rmpresenta el "desplaza-
miento a la derecha" de la curva de fijaclén de 02 para lag
vesiculas V1 y V2 despuds de incubacién a pH 7,6. Las vesi+
culas V2 manifiestan el més intenso "desplazamiento a la
derecha" con una descarga de 14% a 30 Torr. Eritrocitos de
19 dias de edad no manifiestan ninguna descarga con ésfé'
pres16n de 02, mlentras que células sengufneas rojaes recien
tes se descargan hasta 5%. La 1ncorporacl6n de IHP con ayus
da de vesiculas V2 mejora la ceslén de oxigeno de las célu+t
1as sanguineas rogas normales a 30 mm de Hg en wn factor de
aprox1madamente 3. Las vesfculas V2 y V3 producen una igual
absorcibn de THP por eritrocitos y por lo tanto iguales
"desplazamientos a la derech&" de las curvas de fijacibn

de O2 En ausencia de’ IHP en el medio exterior, las vesicu

las V1, V2 y V3, que han absorbido IHP, no se dlferenclan

9

en lo que se refiere a su tiempo de valor mitad de la abhso;
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sélo menos de la mitad del efecto IHP, madido para vesfcu-
lag V2 dializadas, cargadag con IHP.

Eato permite reconocer una estabilidad dis-
minuida de las vesiculas V1 y V3. En la figura 8 se renre-
sents la diferencia en la estabilidad entre vesfculas V2
¥y V3. E1 tiempo de valor mitad de la estabilidad es en ei
cagso de las vesfculas V2, de aproximadamente 3 dfas, y en
el caso de las vesfculas V3, de aproximadamente 1,5 dfas.

Incorporacién de las vesiculas en las células sanguineas

La absorcién de las vasfculas de lipidos en
eritrocitos intactos fué vigilada con las vesiculas V&, V2
y V3 marcadas con 140~colesterina ) 14C-fosfatidilcolina.
Esto fué comparado con la absorcibén de lag mismas vesfcu-
lags en células Hela cultivadas., La radioactividad fué medi;
de tanto en los eritrocitos intactos (vwor solubilizacién y
blangueo con un juego de reactivos Iumac) como en sus ex-
tractos de lipidos ‘totales (Polch). La incorporacién fué
vigllade durante un tiempo de 4 horas. Los resultados se
representan en la figura 9 ¥ en la figura 10. La figura 9
muestre los datos pare las vesfculas V1, V2 y V3 con eri-
trocitos intactos, Bl medio de incubacibn contenfa 10 ml
de RBC (células senguineas rojas) y 10 ml de vesfculas car
gadas con IHP en tempén bis-Tris isotémnico 0,1 molar de pH
Ty4+ Se tomaron y contaron partes alfcuotas después de 10,
20, 40, 60, 90, 120, 180 y 240 minutos. El tiempo de valor
nitad de la incorporacién es de 45 minutos para las vesicy
las V2 (que muestran también la méxima redioactividad en
las RBC) y de 35 minutos para las vesfculas V1 y V3. Hay

que resaltar que la radiocactividad encontrada en las RBC

" 16n; 1/2 es de 30 minutois. Las-vesiculas V1 v V3 ruestran
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no significs indisfensablementeilayabaorqi6n délﬁésicu1as,
yva que es bien sabido, (B.Bloj y D.Zilversmit, Biochemistry
16 (1977) 3943-3948) que es intercambiada colesterina entre
~vesfculag y eritrocitos. En los extractos de 1l{pidos en RB(
1/2 de 30 minutos

en el caso de utilizarse vesfeulas V2, Cuando se incorporan

(véase figura 10) se encontré un valor [

vesiculas V2 y V3 en eélulas Hela, resulta el mismo cuadro
(véase figura 11). La incubaeién de las células Hela con
las vesfculas se efectud en las condiciones arribe descri-|
tas. En otra serie de'ensayos'se incubaron células Hela con
vesiculas que contenfan 14c—colesterina en tampones isoté-
nicos con diferentes valeres de pH entre 7 y 8. La'figura
12 muestra que las variaciones ée pH entre 7 y 8 tenfan sé
lo poca influencia sobre la incorporacién dél_lipido marcg
do en las células.

El tiempo de valor mitad de la absorcién de|
radioactividad por los eritrocitos era la misma, cuando ég
tos habian sido incubados con vesf{culas marcadas radiogcti
vamente, que el tiempo de valor mi%ad de la absoreién dé
IHP por eritrocitos, que habian sido incubados con vesicu-
las dializadas, cargadas con IHP (figura 16). Esto es una
demostracién adicional de que no sélo se hab{a medido el
intercambio de lfpidos entre células sanguineas y vesfcu-
lag, sino también el fusionamiento de las vesiculas con
las células sanguineas. .

Los cromatogramas en capa delgada del extral

1o

to de lipidos de los eritrocitos mostraron el enriquecimie

[15]

to de los lipidos de membranas de RBC con los 1{pidos de .

las vesfculas. 4 S

Optimo apargnte de pH de la ahsoreién de IHP inducida por
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V2 mediante célulns sangufuess rojas hwnanes alnacenadas

- La absorcién de IHP por eritrocitos lavados
depende del valor de pH del medio de incubacién. La repre-
sentacibn gréfica de la Po de eritrocitos cargados
con IHP en funcién del valgr(&éa%ﬁ del medio de incubacién
(véase figura 13) muestra un claro Sptimo del pH de la ab-
gorcién de IHP en el margen de valores de pH de 7,4 a 7,5.
La disminﬁcién de Po por encima de pH 7,5 correspon
de a la curva del ef§c£%/§zhr representade en la figura 6
¥ =e encuentra en correlacién con la disminucibn de la afi
nidad de IHP paré hemoglobina., Por debajo de pH 7,4, la
dréstica disminucidn de Py permite reconocer una 1li
mitada absorcién de IHP, dg &%é%%a que no se observa el va
lor teéricamente esnerado de Po para hemogiobina to
talmente convertida por IHP fijgds}/ﬁ; variacién del valor
del pH del medio tampén a 7,4 después de incubacién a pH
7,8 aumentea el valor de Po de hemoglobina dentro de
log eritrocitos a valores 3e(%62ﬁasta 40 Torr a 259C, tal
como se representa en la figura 6. Ia incuhacibén a pH 7,8
y el cambio por tamponamiento a diferentes valores de pH
conducen a un aumento de PO a lo largo de todo el
margen de pH. Egte resultadg 5%4%lte obtener la conclusibn
de que la incorporgcién de IHP en eritrocitos es més eficaL
por encima de pH 7,4, aungue tambidn es eficaz con valores
de pH més bajos,

Cinétice de la absorecidén de IHP por células sansuineas ro-

Jas humanas conservadas.
Ia figura 14 muestra la disminucién en fun-

cién del tiempo de la afinided de eritrocitos para ox{geno

después de incubacién con vegfculas V2 cargadas con IHP en
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[ solucién O 19 mnlar de. LHP a.p% 7 35. B’ aumen o de ?0
aleanza su valor mitad del méximo deSpués de 4 minutosz (142)
Le cinética de la absorcidén de IHP, medida como aumento de
?0 y depende del valor de pH del medio de incubacién|
En lglézéura 15 se registra el tiempo de valor mitad de la
incorporacién de IHP en funcidén del valor de pH. Ia absor-
cién de IHP es a un valor de pH bajo (pH 7,3) una reaccién
mis lenta y a un valor de pH més elevado (pH 7,7) una reag
cién més répida. Bl més corto tiempo de valor mitad de la
absorcién con elevado valor de pH corresponde a la meyor
cantidad del IHP incorporado en los eritrocitos (véanse fi
gure 6 y figura 13).
~ La cinética de la incormoracién de IHP es

influida de un modo intenso por la presencia de IHP libre
en el medio exterior. La eliminacién de IHP libre por dié-
lisis o filtracién a través de gel de la suspensién de ve-
siculgs conduce a una prolongacidn del tiempo @e valor mi-
tad de la absorcién de IHP a 30 minutos a pH 7,4 (véase fi

Concentracidén de ATP en eritrocitos cargados con THP

El contenido de trifosfato de'adenosina.(ATP)

que poseen los eritrocitos, tiene gran interés desde el pun

del mantenimiento del funcionamiento correcto. la concen-
tracibén de ATP fud medida en células sangufneas rojas, en

L35}

las que vesiculas V2 vacias y vesiculas V2 cargadss con IH|
habfian sido incorporadas en las condiciones deseritas. To-
das las mediciones fueron llevadas a cabo en tampén bis-Tris
isoténico 0,1 molar de pH 7,4. Ia concentrapién.dekAT? fuél

medida con el sistema luciferina-luciferasa:
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- g o 4 "

(E) (s) 02 fato

E 4 sustrato oxidado més S + AMP + CO, $+ hy

La reaccifn es tan eficaz que para cada molfeu

la de ATP utilizada se forma un rrotén. La incorporacidn
de las vesiculas vacias o deklas vesiculas cargadas con IHP
carece de influencia esencisl sobre le concentracién de ATP

en los eritrocitos.

TABIA 2
Contenido de ATP de eritrocitos
Britrocitos 0,92 + 10% ATP
Eritrocitos-V2 0,84 uM/ml RBC

Eritrocitos-V2-THP 0,93
BEstos valores sirven para RBC con una edad
de 1 semana. La falta de una modificacién Ge la concentra-
cién de ATP en las RBC después de la absorcién de IHP per-
mite reconocer una viabilidad inalterada de las células y
una funcionalidad y una plasticidad inalteradas de las RBCL

Liberacién de 02 por fusibn con eritrocitos de vesfculas

cergedas con LHP. . _ _
El "desplazamiento a la derecha" de las cur
vag de fijacidn de 02
presenta en la figura 17. Después de fusién de eritrocitos
de 41 dfas de edad, que habian sido suspendidos en tampén
bis-Tris isoténico de pH 7,4, con las vesfculas V2 carga-

después de la absorcibén de IHP se re|

das con IHP sube la presidn de semisaturacién de O2 desde
7 hasta 28 Torr. BEsto significa qu» los eritrocitos norma-
les, pero envejecidos, estén cargados a 252C hasta en 95%

que los eritrocitos cargados con IHP contienen en las mis-
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mas condiciones hemcvlobina cavgada sélo na%ta 53% con 02
Aproximadamente un 60% de 1a hemoglohina en los eritroecitos
he fijado IHP después de la fusién con los eritrocitos de
las vesfculas cargadas con IHP,

En condiciones fisiolbgicas (a 3796) se cal-
cula a pH 7 4 una presidn de semisaturacién de 02 de 60 Torrr
pars eritrocitos cargados con IHP, Bajo una presién parcial
de 0, eritica de 30 Torr eﬁ el cerebro 80%4 de la hemoglobi-
na cederia el oxipeno fijado desde eritrocitos tratades cbn

vesiculas, mientras que eritrocitos no tratados, normales,

cederfan en estas condlclones s6lo 20 a 25% del oxigeno. L
afinidad efsctive de los eritrocitos puede ser hecha varian
entre estos dos 1fmites o bien por medio de variaéidﬁ de 1
concentracién de IHP en las vesfculas de lipidos 0 bien ﬁor
medio de variacién de la proporcién de eritrpcitos tratados|
a erltrocltos no tratados en la sangre.
Este resultado muestra que el método, propueg
to segin el invento, de la incorporacién de IHP en los eri-
trocitos, hace posible una disminucién intensa y reguladae
de la afinidad para oxfgeno de hemoglobiné en células in%ag
tas. Los eritrocitos cargados con IHP de este modo son espﬁ
cialmente idéneos para la regulacién del abastecimiento de
oxigeno a los tejidos en los casos afriba mencionados.

Acomddeeidn de ratas ¥_perros a grendes alturas

"Una rata comun peso corporal de 200 gy uwm
0 = 14,0 Torr a 252C ¥
pH 7,4) fué mantenida en una cgmgr/ %ajo une. presién parcigl

volumen de sangre de 14 ml (P

de 02 en disminueién. Con una presién parcmal de 02 de 120

tropezaba y cafa al suelo como consecuencia del déficit de
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1] ox{geno en los mﬁscﬁloside Jas e¢xtremidades. Tuego la pre-
8ién de oxigeno en la cémara fué 1levada de nuevo répidamen
te al valor normal, después de lo cual la rata se comporté
de memera normal. De este animal se tomé 1 ml de sangre.

5 Los eritrocitos fueron aislados y cargedos con IHP del modog
arriba descrito. ﬁbs eritrocitos cargados con IH? fueron
ﬂsuspgndidos’de nuevo en el plasma (PO = 28,0 Torr a
252C y pH 7,4) y fueron luego transfe%i&%éZAe retorno a la
rata, Degpuds de que se hubo disminuido entonces la presidn
10| parcial de 0, la rata tropezaba y cafa al suelo a 100 mm
de Heg (aproximadamente 14.200 metros de altura). Este traté
miento provocéd por consiguiente una elevacién en + 8% del
1imite superior de la slbura. El ensayo de acomodacién a lsg
alture fué repetido 24 horas més tarde con esta rata y con-
15 dujo &l mismo resﬁltado.

En otro ensayo, un perro con un peso cOrpo-
ral de 9 kg y un volumen de sangre de 630 ml (PO = 10,8 -
Torr a 259C y pH 7,4) fué mantenido en una cémarg(%é§z una
presién parcial de 02 en disminucidén. A una presién parcial
2q de 02 de 140 Torr (= 12,200 metros de altura) el perro tro-

pezaba y cafa al suelo. Luego la presidn de O2 en la cémarl
fué llevade con rapidez nuevamente al valor normal, después
de lo cual el perro ge comportaba de modo normal. De este
perro se tomaron 100 ml de sangre. Los eritracitos fueron
29 aislados y cargados con IHP del modo descrito bajo "mé&to-
dos". Los eritrocitos cargados con IHP fueron suspendidos
de nuevo en suero (?o = 15,0 Torr a 259C y pH 7,4) ¥
luego fueron transfer%&%42Ae retorno al perro. Después de.
la disminucién de la presién parcial de O2 el perro cay6
30| al suelo a 110 Torr (=13800 metros de altura). BEste trata-

07098
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miento provocd por-éénsiguieﬁ%é;una eiﬁfﬁéiéﬁ éég# 13% del|
1imite superior devla altura. Estaraltura superigr fué me-~
dida a lo largo de 2 dfas con el mismo resultado. |
Ambos animales estaban llenos de vide y en
buen estado, cuando‘fueron observados finalmente 4 meses
(en el caso de las ratas) y 1 mes (en el caso de los pe-
rrog) tras los ensayos. ' '

Eritrocitos humanos con una mutante de hemoglohing de ele—

vada afinidad para 02

Una paciente de 10 afios con una mutante de

hemoglobina de estructura desconocida-(Hﬂaiﬁz) con'alta
afinidad para oxigeno donaba sangre. A 252C y pH 7,4 sus
eritrocitos recientes manifestaban un valor de PO de
7,5 Torr. Por consiguiente la aportacién de oxigens ézios
teiidos habfa sido disminuida a 504, Por causae del déficit
de oxigeno en sus tejidos esta paciente recibié cada 6 se-
manas transfusiones de sangre. La carga de estos eritroci-
tos con IHP del modo descrito bajgn"métodos" tuve como con
secuencia de la ?o hasta 18,7 Torr. Esto muestra que

la alte aflnldad de(i/agangre de esta paciente para oxige—

invento & valores que se encuentran por encima del valor
normal de eritrocitos rec1entes vy corresponden a un aumen-—
to de la aportacibn de oxigeno de + 23% de un intercambio
completo de sangre.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1 En ordenadés'ée representa la presién de semi

saturacibn de 02 Po y y ¥ en ebgnisas, el
tiempo de almacenamlenéo 33 1os eritrocitos a
4eC = TC,
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Pig. 4

Fig. 5

Pig. 6

Pig. T
Fig. 8

Fig. 9

Fig. 12

Pigs. 13 ¥

Fig. 15

ﬂFigs. 2 ¥y 3

»
.

»e

(13

»e

Figs. 10 y 1l:
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En ordenczdas se representa la saturacibn =
En ordenadas se representa la presibn de sg

misaturacidn de 02 =P

O2(1/2).
En ordenadas sé representa la presidén de
semisaturacién de 0, = P, , ¥ en absci

gsas, el tiempo de almacengﬁ%ég%o de los eri
trocitos 4 490 = TC, sisnificando IT la ing
corporacién de IHP y DP la decradacién de

los polifosfatos.

En ordenadas estd representada la presién
de semisaturacién de 0, =P, ,
- ?(14 &.

En ordenadas se representa la‘s % racidén =

Fn ordenadas se representa la presibn de

semisaturacién de 0, = P , v en absci
2 9170 T

sas, el tiempo de almacena&len%o de las vert

sfculas a 37¢C = TV.

En abscisas estd representado el tiempo de

ineubacibn = TI, significando Cm, coleste-

rina marcada y V, vesfculas.

En abscisag se representa el tiempo de in-

cubacién = TI, v en la figura 11, V signi-

fica vesiculas.

0 significa lag vesfculas V3 marcadas con

144 _colesterina v X, las vesfculas V2 mar-

cadas.

En ordenadas se representa la presibn de

gsemisaturacién de 0, = P , ¥ en las
2 02 /

abscisas de la figura 14, Q} %lempo de in-

cubacién a 37¢C = TI. L

En ordenadas estéd representado el tiempo a
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Fig. 17

.ol

33

1tojr. ntun.

cemiinegubseibn = TS.

En ordenadas se representa la presién de

semisaturacién de O, = P y ¥ en sbs

? (1) o =
acién’a 379C = II,
En ordenadas se representa la saturacién

de 02 = SAT,

cigas, el tiempo de incub




10

15

20

25

30
27108

\

‘efculas de lipidos y estos efectores alostéricos son fija=-

ta 1 : 10 hasta 3, c¢) se somete la suspensién obtenida a lg

REIVINDYCACIONES

Los puntos de invencién propia y nueva que. se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten-
te de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los que se
recogen en las reilvindicaciones siguientes:

1a,- Procedimiento para la preparacién de eri
trocitos intactos modificados, que garantizan una cesién
mejorada de oxfgeno de la sangre, ¥y & 1os que son incorporg
dos irreversiblemente efectores alostéricos con ayuda de vg

dos a la hemoglobina en los eritrocitos, caracterizado por
que se incorporan de modo irreversible vesfculas de 1fpi-
dos cargadas con efectores alostéricos en flufdos vehf{culos
en el intefior de los eritrocitos, y se fijan los efectores
alostéricos a la hemoglobina en los eritrocitos,
28,~ Procedimiento segin la reivindicacién 13,
caracterizado porque a), se disuelve hexafosfato de inosi-
ta en una solucién tampdn;isoténica, hasta que esté satura-
de la solucibn, b) se suspende en esta solucién una mezcla
de lipfdos que contiene fosfatidilcolina, fosfatidilserina
¥y colesterina en la proporcién molar de 10 hasta 5 : 4 has

desintegracién con ultrasonidos o a un procedimiento de in
yeccidn, d) se centrifuga la mezcla y de este modo se sepa
ra la suspensién sobrenadante, que contiene las pequefias

ves{culas de lipidos enriquecidas con hexafosfato de inosi

ta as{ como hexafosfato de inoxita libre, e) se suspenden
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|_después de ello eritrocitos humanos, que previamente han

' pensién obtenida y de este modo se fusionan las vesfculas

12 y 28, caracterizado porque los efectores alostéricos

aniones orgdnicos tales como Acidos poliéarboxilicos.

llojn nim,. 35

i

8ido sepéraaos por centrifigégi&nfdélgplasma sahgﬁineo, en|--

la suspensién sobrenadante, que contiene las pequefias vesfu

las de 1ipidos enriquecidas con hexafosfato de inosita asf|

como con hexafosfato de inosita libre, £) se incuba la éqg .

con los eritrocitos, y g) se lavan los eritroeitos intac%

tos, ahora modificados, con solucién lsotonica de sal comﬁﬁ. :

o con tampén isoténico y se les libera cuantitativamente - |

de hexafosfato de inosita libre existente eniel exterior vl
se les suspende en el plasma sangufneo o en soluciones sus

titutivas de plasma sanguineo, , _
38,- Procedimiento- segin las rei#indicacionéé;

12 y 28, caracterizado porque el efector aloétéricp es hexg

fosfato de inosita. ‘ L
43,- Procedimiento segin las reivindicaciones

son fosfato de azicares tales como pentafosfgto de inosita|
tetrafosfato de inosita, trifosfato de inosita, difosfato
de inosita y difosfato de difosfatidil-inosifol, ‘

58,- Procedimiento segin las reivindicaciones |

12 y 28, caracterizado porque los efectores hlostéricos
son polifosfatos tales como trifosfatos de n?clthidos, ai
fosfatos de nuclebtidos, monofosfatos de nuclebtidos y és-

teres de fosfato de alcoholes, {

6&8,- Procedimiento segin las rei%indicaciones #;"'

12 y 22, caracterizado porgue los efectores alostéricos son

72, Procedimiento segin las reivindicaciones |

18 y 28, caracterizado porque los efectores hlostéricos,soﬁ
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".ranibnes inorgénicos tales comc hexacilanoferrato, fosfato y

cloruro. ‘
8a2,~ Procedimiento segin las reivindicaciones

18 a 7¢, caracterizado porque las vesfoculas de 1lfpidos son
mezclas de fosfatidilcolina/fosfatidilserina/colesterina en
la proporcién molaf de 10 hasta 5 : 4 hasta 1l: 10 hasta 3.

9%,- Procedimiento segin las reivindicaciones
15, 38 y 88, caracterizado porque el efector alostérico es
hexafosfato de inosita y las vesiculas de lipidos son una.
mezecla de fosfatidilecolina/fosfatidilserina/colesterina en
la proporcidn molar de 8 : 2 : T.

' 108.- "PRUCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE
ERITROCITOS INTACTOS MODIFICADOS®,

Tal y como se ha descrito en la liemoria que a
tecede, representado en los dibujos que se acompafian y para
los fines que se han especificado.

Igta liemoria consta de treinta y seis hojas es)

critas a miquina por una sola cara.
Maarig/) 18.ENE1STY
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