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PREFACIO

A pesar de tener mas de un siglo la busqueda de un substituto de sangre, no existe
comercialmente ninguno autorizado para uso humano.

Hasta los ochentas, la investigacion y el desarrollo de esta iniciativa habia permanecido con
poco avance; sin embargo, la posibilidad de adquirir el SIDA a través de la transfusion,
impuls6 la investigacion en este novedoso campo, por ello las publicaciones se
multiplicaron a partir de las dos ultimas décadas y en ellas pueden encontrarse con mayor
frecuencia los descalabros, mejor que los éxitos.

En 1994 fue particularmente un afio fecundo en ésta area, como consecuencia de la
Primera Reunion en Substitutos Sanguineos celebrada en Bethesda, Maryland, apoyada por
el Instituto Nacional de Salud (NIH) y la Administraciéon de Alimentos y Medicamentos
(FDA) de los Estados Unidos, lo que increment6 el interés cientifico y particularmente el
comercial.

En 1995, 96 y 97 se repitieron las experiencias en San Diego California, encabezadas por
un grupo que mas adelante constituyeran la International Society for Artificial Cells, Blood
Substitutes and Immobilization Biotechnology (ISABI); a partir de entonces se han
programado reuniones bianuales llevadas a cabo en diferentes paises, siendo la ultima en
junio del 2005 en Providence Rhode Island, Estados Unidos.

La experiencia adquirida en la elaboracion de un substituto de los globulos rojos ha llevado
a enfrentar muchas sorpresas y nosotros no hemos sido la excepcion, pero al mismo tiempo
hemos tenido que desafiar retos que plantean nuevas estrategias no solo en el campo del
transporte de oxigeno, sino en el audaz sendero por sustituir otros elementos sanguineos
como las plaquetas.

La gran cantidad de informacion que cotidianamente se recibe por medios electronicos y
los intercambios personales durante las reuniones internacionales celebradas en este y otros
continentes, nos han permitido entrever un escenario dificil, pero no imposible.

Por otro lado, resulta una empresa dificil plasmar el tema en extenso en un documento
como el presente, ya que limita la oportunidad de adentrarse en la informacion historica,
molecular, experimental y clinica lo suficiente como para comprender la complejidad del

tema, especialmente cuando en nuestro Pais no existe iniciativa similar.



El presente proyecto fue desarrollado en tres etapas; en la primera, se elabord el producto
en la Unidad de Investigacion del Hospital de Cardiologia del Centro Médico Nacional
Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), bajo los consejos del Maestro
Guillermo Carvajal, Jefe del Departamento de Bioquimica del Instituto Politécnico
Nacional; la direcciéon vehemente del Dr. Gilberto Castaiieda Hernandez y la critica
constructiva del Dr. Rubén Argiiero.

Casi en paralelo, se llevo a cabo la segunda etapa, en la que se retd la tolerabilidad del
producto en un modelo de choque hemorrdgico, experimento que hubo necesidad de
desarrollar en roedor especialmente disefiado para este proposito en el Bioterio del Centro
Médico Nacional Siglo XXI, con la experimentada destreza del Dr. Enrique Foyo.

El transporte de oxigeno es posible analizarlo solo bajo el campo de la microcirculacion;
esta etapa se realizo en el Laboratorio de Bioingenieria de la Universidad de California,
San Diego, sitio donde existe la infraestructura necesaria para tal efecto, bajo la direccion
del Profesor Marcos Intaglietta y el apoyo de la Doctora Amy G Tsai.

Para culminar el proyecto y como consecuencia de los inesperados resultados obtenidos en
los capilares, se analiz6 la capacidad de acarreo de 6xido nitrico por el substituto de sangre,
en una preparacion de anillos aodrticos de rata in vitro, extraordinariamente montado por el
Técnico Teodoro Villanueva y la Doctora Martha Oropeza en la Unidad de Investigacion
en Farmacologia dirigido por la Doctora Maria G. Campos, de donde se desprendid la
publicacion inserta en el presente texto.

Muchas otras personas apoyaron el desarrollo de este denodado esfuerzo; he de agradecer
particularmente al Dr. Onofre Mufioz Hernandez, Coordinador de Investigacion del IMSS
en ese momento, por su apoyo y confianza, los consejos del Dr. Konrad MePmer,
Armando Isibasi, José Moreno, Miguel Cruz y Dante Amato; reconocer la colaboracion
incansable de Magdalena Rojas-Uribe, quién montara los ensayos quimicos. No terminaria
la lista si mencionara a todos aquellos que de alguna forma positiva o disuasiva
intervinieron durante el escabroso camino de la busqueda de mi objetivo. Muchas preguntas
quedaron en el camino sin contestar, algunas de ellas siembra para futuras generaciones de
nuestros alumnos. Encuentro la frase de Oscar Wild sin igual para culminar este prefacio
“Rara vez la verdad es clara, que nunca simple”

Adolfo Chadvez Negrete



RESUMEN

La busqueda de substitutos de sangre tiene mas de cien afios, pero las dificultades
tecnoldgicas, la falta de financiamientos e interés comercial, relegaron la investigacion
formal hasta principios de los ochentas con la aparicion del SIDA. En los experimentos
iniciales, la hemoglobina libre se pensé idonea para el acarreo de oxigeno, pero los
primeros ensayos clinicos arrojaron malos resultados mostrando réapida filtracién renal
acompafiada de nefrotoxicidad lo que obligd a que en los subsiguientes experimentos
tuviera que ser planeados con hemoglobinas modificadas ya sea en forma polimérica,
englobada en liposomas o conjugada con productos de elevado peso molecular con el
objeto de evitar su filtracion renal y prolongar su permanencia intravascular.

A pesar de que las infecciones y las reacciones transfusionales han disminuido
sustancialmente, el pequeio pero significativo riesgo para adquirir otros virus como el de
la hepatitis, el virus del Oeste del Nilo, el citomegalovirus o la enfermedad por priones,
impulsaron la bisqueda de alternativas a la transfusion.

En México la demanda mas importante de sangre la genera la cirugia y el trauma, tal es el
caso de la cirugia cardiotoracica debido a la necesidad de incorporar el uso de la derivacion
cardiopulmonar que requiere para su cebado de 1 a 2 litros de sangre.

En el Hospital de Cardiologia, del Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto
Mexicano del Seguro Social, se realizan diariamente 6 a 8 cirugias, requiriéndose de
aproximadamente 80 donadores por semana; esto constituye una demanda que no siempre
se puede satisfacer con los recursos internos, advirtiéndose la necesidad de buscar el
producto en otros bancos y no en pocas ocasiones tener que diferir las cirugias por falta del
producto biologico.

Tomando en cuenta estos antecedentes, el presente proyecto tuvo por objeto la elaboracion
de un substituto de sangre con disponibilidad inmediata, disminuir la necesidad de
transfusiones y sus riesgos, y los diferimientos quirtirgicos.

El trabajo se desarrollo en tres etapas; en la primera, se elaboro el producto que consistio en
la extraccion de la hemoglobina de los paquetes globulares que el Banco de Sangre del
Hospital desecha por vencimiento; esta hemoglobina se eslabond quimicamente con un
polisacarido, el almidon con el objeto de incrementar el peso molecular y evitar su

filtracion renal; casi en paralelo se realizo la segunda etapa, en la que se probd la



tolerabilidad del producto en un modelo experimental de choque hemorragico, estudio que
se efectud en el Bioterio del Centro Médico Nacional Siglo XXI.

El transporte de oxigeno se analiz6é en la microcirculacion, por ello la tercera etapa se
realizd en el Laboratorio de Bioingenieria de la Universidad de California de San Diego,
donde se evaluaron las condiciones microhemodindmicas en los capilares de un modelo
experimental en hamster preparado para hemodilucidon extrema.

Para culminar el proyecto y como consecuencia de los inesperados resultados obtenidos en
los capilares, se analizd la capacidad de acarreo de 6xido nitrico por el “substituto de
sangre”, en anillos aorticos de rata en un modelo in vitro, de donde se obtuvieron las

conclusiones del presente proyecto: acarreo de 6xido nitrico, mejor que de oxigeno.



1. INTRODUCCION

Por siglos el hombre ha realizado transfusiones con fines terapéuticos y muchos
procedimientos quirirgicos actuales no podrian llevarse a cabo sin el apoyo de la
transfusion. Desde la época de los egipcios los espectadores corrian a beber la sangre de
los gladiadores caidos en batalla, pues se decia que en ella radicaba la fortaleza y la bravia
de los hombres; incluso en la edad media, beber sangre se proponia como el remedio de
varias enfermedades.

Pero no fue sino hasta 1492 que se registr6 la primera transfusion; el Papa Inocente VIII
recibié la sangre de tres jovenes robustos; el procedimiento no reportd éxito y el Papa
murid; sin embargo, no esta claro que haya sido ésta una verdadera transfusion ya que la
ruta intravenosa no se consiguid hasta el descubrimiento del sistema vascular por William
Harvey publicado en 1628 con el titulo “Exercitatio Anatomica de Motu Cordis et
Sanguinis in Animalibus”.

Es aceptado que Andreas Libavius realiz6 la primera transfusion en 1615, pero uno de los
verdaderos pioneros de la medicina transfusional fue el ingles Richard Cogen quien en
1665 realizd la canalizacion de arteria y vena en perros, rescatandolos del choque
hemorragico.

En 1667, Jean Denys transfundié nueve onzas de sangre de un borrego en la vena de un
joven que padecia locura luética; la técnica aparentemente se realizoé sin contratiempos,
pero el paciente murid al tercer dia. Esta fue sin duda la primera reaccion transfusional
descrita en la literatura. El caso fue discutido acaloradamente por la Academia Francesa,
logrando exonerar a Denys, pero el parlamento Britdnico vetd determinantemente la
transfusion. Ciento cincuenta afios tuvieron que pasar para que Blundell reiniciara la
transfusion en el choque hemorrégico, éxito que le confirio el titulo de padre de la moderna

transfusion.



2. JUSTIFICACION
2.1. Buasqueda de alternativas de la transfusion
La transfusién no es inocua, tuvieron que ser superadas muchas adversidades como los
problemas de coagulacion resueltos por Bischoff en 1835, las infecciones bacterianas
vencidos por Lister en 1867 y las constantes reacciones a ciertos “productos” hasta esa
fecha desconocidos y que gravitaran el concepto de “horror autotoxicus” de Paul Erlich en
el siglo XIX, encontrando su explicacion y solucion hasta el descubrimiento de los grupos

sanguineos ABO y el factor Rh por K. Landsteiner en 1901 y 1940 respectivamente.'

La historia de los “substitutos de sangre” podria decirse que se remonta a la infusién de
fluidos en el trayecto venoso; en 1875 se inicié con solucion salina y ocho afios después
con la solucién de Ringer, dando inicié a lo que hoy conocemos como ‘“hemodilucion”,
procedimiento que rezagara por su éxito y seguridad la busqueda de otras alternativas a la
transfusion.

Las infecciones por transfusion hoy dia se han reducido en forma sustancial con las nuevas
técnicas de seroidentificacion viral, reduciendo la hepatitis C a 1 caso entre 30,000 a
150,000 transfusiones, la hepatitis B de 1 entre 30,000 a 250,000 y el de la
inmunodeficiencia humana de 1 a 500 000; ademas se ha logrado un descenso en las
reacciones transfusionales que se estima de 1 en 500 000.”

El costo y tiempo de almacenamiento es otro factor que hay que considerar. Bajo las
condiciones de conservacion de citrato de sodio, el tiempo util de los concentrados
eritrocitarios en México era de 21 dias, mientras que con adenina-manitol hoy dia se logra
hasta por 45 dias. A pesar de los sistemas de control interno de los Bancos de Sangre, en
Meéxico se desechan por caducidad aproximadamente 44 mil unidades al afio, de acuerdo al
informe del Centro Nacional de la Transfusion Sanguinea,3 lo que significaria que
prolongar los tiempos de almacenamiento no solamente incrementaria los costos, sino
permitiria mayor nimero de unidades caducas. Aunque no estd consignado, es un hecho el
desconocimiento de los “inventarios” sanguineos en cada uno de los bancos de sangre del
Pais, lo que impide optimizar la transfusion entre los donadores y solicitantes; tomando en
cuenta esta coyuntura, y en forma paralela al proyecto se elabord y se propuso un software

denominado SINADET: Sistema Nacional de Enlace para la Transfusion, a través del cual



se da a conocer el producto de la donacion en los Bancos de Sangre del pais y dentro del
IMSS, con el objeto de facilitar e identificar la ubicacion de los derivados a través de

“intranet”; se consiguid el dominio: contacto@sangreenlinea.com y se formé a “los

amigos de la donacion informatica altruista” (Anexo 1).

A pesar del entusiasmo y apoyos que diversas organizaciones han puesto en la eficiencia
de los bancos de sangre (OMS/OPS)*, contintia la pesquisa por un substituto de la
transfusion.’

Mientras que la demanda de transfusion en la anemia cronica ha sido satisfecha en buena
parte con los suplementos de vitamina B, acido folico, hierro y eritropoyetina,® el
reemplazo sanguineo consecutivo a la hemorragia aguda, ha impuesto un reto a los bancos

de sangre para lograr mejor disponibilidad del producto.

Hay que considerar que aun en los paises del primer mundo existe disponibilidad
sanguinea limitada; en los Estados Unidos la demanda de sangre ha superado el modesto
incremento de la donacidn; por ejemplo, para 1992 fueron recolectadas mas de 15 millones
de unidades de las cuales mas del 60 por ciento fueron utilizadas en procedimientos
quirargicos, especialmente en ancianos, no obstante se presenté un déficit para abastecer

la urgencia en algunos estados de la Unién Americana.’

Otro factor de controversia que merece la pena considerar es la transfusion innecesaria;
decidir la transfusion va mas alla de una normatividad; en este sentido, diversas estrategias
se han considerado para identificar el detonante de la transfusion. La posibilidad de
adquirir el virus de la inmunodeficiencia humana a través de la transfusion en los afios
ochentas ayudo a reconsiderar esta postura. Antes de ello, el limite inferior para decidir la
transfusion era 34% de hematocrito y/o 10 g/dL de hemoglobina,® actitud basada
exclusivamente en los niveles de hematocrito y hemoglobina, pero que no significaban de
ninguna manera la oxigenacion en los tejidos. Para poder establecer el momento decisivo
de la transfusion, fue necesario contar con las observaciones de la microcirculacion.” La
hemodilucion por ejemplo, es un procedimiento que logra mantener el equilibrio

hemodinamico a pesar de la pérdida de sangre; esta ha sido la rutina desde hace mas de 5



décadas y persiste hasta la fecha; su eficacia se debe al incremento en el gasto cardiaco y de
la velocidad del flujo sanguineo, los que compensan la falta de eritrocitos sin merma en la
entrega de oxigeno tisular;'® sin embargo, este mecanismo compensador no es infinito y
severas pérdidas sanguineas no se logran recuperar aiin con hemodilucién extrema (>60%
del volumen intravascular).

Cuando la masa globular se pierde durante una hemorragia, merma también la viscosidad
sanguinea debido a que los globulos rojos constituyen la parte fundamental en la
conservacion de la viscosidad; al caer la viscosidad sanguinea, disminuye el rose o
friccion (shear stress) sobre el endotelio; este mecanismo necesario para la sefalizacion y
liberacion de 6xido nitrico se ve demeritado cuando el hematocrito se pierde por debajo
del 50%; la ausencia de 6xido nitrico en la microcirculacion provoca cierre de los capilares
provocando isquemia; este mecanismo ha sido parcialmente revertido en forma
experimental incrementando la viscosidad del diluyente;'' esta aportacion fue sustancial
para definir el “punto de corte” para decidir una transfusiéon, y ha sido también
fundamental para la elaboracion de los futuros transportadores artificiales de oxigeno; de
esta forma se defini6 como limite inferior un hematocrito y hemoglobina de 25 por ciento

y 7 g/dL respectivamente.'?

El almacenamiento de sangre previo a las cirugias electivas’> también conocido como
autotransfusion de predepésito o la hemodilucion perioperatoria'® son algunas de las
opciones para disminuir la demanda de sangre de banco," este procedimiento que para los
Estados Unidos significa un ahorro de hasta el 20%, desafortunadamente no se lleva a cabo

en México.

La hemodilucion es un procedimiento que se practica rutinariamente en la cirugia
cardiotoracica durante el cebado del circuito extracorporeo con el objeto de poder intervenir
las cavidades del corazon; el volumen de relleno o cebado del equipo es de
aproximadamente 1,500 mL en un individuo de 70 kilogramos y estd conformado por
soluciones salinas, ringer, almidon y concentrado de eritrocitos cuya cantidad puede variar

de entre dos a tres unidades de 300 mL por procedimiento.'®
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Con el objeto de tener suficiente sangre de banco para la cirugia, cada paciente debe
contribuir con al menos 12 donadores familiares o amigos; esta cantidad ha sido establecida
en base a la experiencia de los bancos de sangre; se sabe que poco mas del 40 por ciento de
los donadores potenciales son rechazados debido a diferentes inconvenientes clinicos (bajo
peso, antecedentes epidemiologicos dudosos o de riesgo, menstruacion) y seropositivos a
alglin agente infeccioso detectados durante el escrutinio habitual; como resultado de ello se
logran 5 a 6 unidades para la cirugia; esta circunstancia y la falta de cultura para la
donacion, generan una escasa oferta contra una sobredemanda, lo que merma la
disponibilidad de sangre o repercute en diferimientos quirtrgicos.

Con el apoyo de la hemodilucién es posible estabilizar una hemorragia con pérdida hasta

del 50% del hematocrito;'"'®

una reducciéon mayor conlleva un descenso de la viscosidad
sanguinea de alrededor de 2 centipoises, lo que disminuye el shear stress y la consecuente
produccion de oxido nitrico."”

Si el volumen de restitucion es con soluciones coloides o viscosas, ayuda a incrementar el
gasto cardiaco y la velocidad del flujo sanguineo.”***

La viscosidad sanguinea favorece la vasodilatacion por la liberacion endotelial del 6xido
nitrico” por medio del receptor AP-1 localizado en el endotelio vascular provocando un
estimulo que induce la produccion de sintasa de 6xido nitrico dependiente de NF-kB
(Factor nuclear kB), produciendo vasorelajacion.”® En este sentido, la pérdida del
hematocrito mas allad del 50% condiciona una caida importante en la viscosidad sanguinea
que se refleja en la ausencia de estimulo para la produccién de 6xido nitrico via shear
stress, resultando en vasoconstriccion; este concepto, desconocido en los albores de la

elaboracion de la sangre artificial, resulto en descalabros que hasta la fecha se tienen en los

experimentos animales y ensayos clinicos con acarreadores de oxigeno de baja viscosidad.

Una solucion de baja viscosidad no alcanza a recuperar la pérdida globular durante la
hemorragia, y por lo tanto el “oxigenador” o transportador de oxigeno no llega a nivel
capilar.

En resumen, la disminucion de la viscosidad sanguinea, reduce el shear stress y la
liberacion de o6xido nitrico, provocando vasoconstriccion dejando sin oportunidad a los

glébulos rojos o cualquier otra alternativa acarreadora de oxigeno, de ahi la importancia de
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tomar en cuenta estas propiedades reoldgicas en la elaboracion de los substitutos de

sangre.

2.2. Transportadores artificiales de oxigeno.

La idea de utilizar la hemoglobina como substituto de los globulos rojos, existe desde hace
mas de 100 afios; el primer reporte que se tiene fue el de Von Stak (1898) quién tratdé con
soluciones de hemoglobina a un paciente con anemia; aunque se realizaron varios intentos,
el resultado fue la hemoglobinuria, nefrotoxicidad y elevacion de la presion sanguinea.
Posteriormente Rabiner (1967) logré disminuir la nefrotoxicidad mejorando la separacion
de la hemoglobina del estroma eritrocitario, pero persistid la eliminacion renal. Bunn y
Jandl (1967) pensaron interligar la hemoglobina entre si con el objeto de incrementar el
tamafio y peso molecular, prolongando su permanencia intravascular. A partir de entonces
varias iniciativas en este sentido se han llevado a cabo.”

La fuente de obtencion de la hemoglobina constituyd otro problema por resolver; algunos
fabricantes como la casa Biopure, utilizaron la hemoglobina bobina por ser mas
abundante; sin embargo, la posibilidad de adquirir la enfermedad de las vacas locas
(encefalopatia espongiforme) constituy6 una fuerte limitacion; otra fuente la constituyeron
los concentrados eritrocitarios caducos, pero no todos los paises tienen este sobrante; por
ejemplo, en Estados Unidos de Norteamérica los concentrados eritrocitarios que llegan a
expirar son menores al 1%, por ello la obtencién de hemoglobina se realiza en ese pais a
partir de los globulos aun vigentes.*

En Meéxico, el porcentaje de concentrados eritrocitarios vencidos es del 4%, lo que
representa 44,000 paquetes anuales (Centro Nacional de La Transfusion, 2000), lo que
pareciera suficiente recurso si se comercializaran los substitutos de sangre.

La hemoglobina recombinante, es otra fuente de obtencion, aunque costoso y no esta claro
si se logre una produccidn tan importante como la que se requiere;”’ otro problema
existente es la persistencia de los lipopolisacaridos bacterianos resultantes del proceso, ya
que han provocado reacciones pirogénicas en los ensayos clinicos Fase 1.

Al ser la hemoglobina una proteina de bajo peso molecular (64,600 Daltons) se filtra con
rapidez por el rifidén, por lo que ha tenido que ser eslabonada, polimerizada o encapsulada

con diversas técnicas con el objeto de prolongar su permanencia intravascular.
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Por ejemplo, el interligamiento entre las cadenas aa ha logrado una permanencia de 12
horas (Fig. 1), mientras que la casa Northfield ha polimerizacion varias moléculas de
hemoglobina (Fig. 2). La hemoglobina también ha sido micro-encapsulada en membranas
de fosfolipidos tratando de homologar los eritrocitos; esta modalidad permite ademas
incorporar elementos como el 2,3-DPG, que facilita la disociacion del oxigeno de la
hemoglobina; ademas de perseguir las propiedades reoldgicas de los globulos rojos,
alcanzando 1p de diametro; sin embargo, su principal problema es el costo.”

La hemoglobina puede también unirse quimicamente a polimeros como el dextran, el

almidon o el polietilenglicol, con diferente peso molecular (Fig. 3).

Perfluorocarbonos

Otro grupo de compuestos que han sido elaborados como transportadores de oxigeno y no
derivan de la hemoglobina son los perfluorocarbonos; entre las ventajas de estos
transportadores acelulares son las particulas que lo constituyen (1/70 del tamafio del
eritrocito) lo que le permite llevar el oxigeno a lugares donde los globulos rojos no pasan;
sin embargo, tienen otras desventajas, como una vida util intravascular corta y la
necesidad de recibir fracciones inspiradas de oxigeno cercanas al 100%, situacion que

puede dificultar su administracion en los casos de urgencia.*

Aunque la indicacion mas clara para el uso de transportadores artificiales de oxigeno es el
sangrado agudo, hay otras condiciones que justifican su utilizacion, como las cirugias
programadas en las que se requieren grandes volumenes de sangre, como es el caso
particular de la cirugia cardiotordcica y traumatologica. No hay que olvidar que los
pacientes Testigos de Jehovad que son sometidos a diversas cirugias con elevado riesgo de
sangrado, por lo que productos como estos podrian ser una excelente alternativa de la

transfusion.>!
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La falta de disponibilidad de sangre en los casos de urgencias hemorragica es frecuente, lo
que ha obligado a las Instituciones de Salud a incrementar las campafias de donacion
altruista con el objeto de mantener los inventarios necesarios, especialmente con los grupos
sanguineos raros. Algunas cirugias como la cardiotoracica requieren de por lo menos 10
donadores por evento, debido al uso de la circulacion extracorporea que necesita de un
“excedente circulatorio” de casi dos litros, lo que incrementa ademas el riesgo de las
infecciones por transfusion.

Por tal motivo merece la pena buscar alternativas a la transfusion, especialmente en
aquellas cirugias donde el sangrado transoperatorio supera el 50 por ciento del volumen
intravascular, mas alla del volumen recuperable a través de la hemodilucion.

Por otro lado, aunque las infecciones y reacciones por transfusion han descendido en forma
importante, siempre estard presente el riesgo de infecciones como las enfermedades
emergentes como el virus del Oeste del Nilo, Ebola, la hepatitis TT, Malburg, el virus del
Dengue, citomegalovirus o los priones

Si ademas tomamos en cuenta que los Testigos de Jehova incursionan en estos servicios

con relativa frecuencia, es una justificacion institucional y social de importancia.

Si bien varios de los productos transportadores de oxigeno han sido elaborados por diversas
compaiias en otros paises (Tabla I), la necesidad de investigar alternativas a la
transfusion en México donde existe escasa donacion, es prioritario.

Encontrar un substituto, no solamente resolveria la disponibilidad inmediata de sangre, sino
permitiria al Pais enfrentar las necesidades futuras, hoy vigente en paises desarrollados. Las
8 cirugias que diariamente se llevan a cabo en el Hospital de Cardiologia del Centro
Meédico Nacional Siglo XXI, requieren de 12 donadores familiares por cada cirugia, lo que
significa la busqueda de 90 donadores diarios y mas de 2000 anuales; se entiende que mas
de una cirugia tiene que diferirse por falta de sangre.

El proyecto puede plantearse las siguientes preguntas:

(Es posible elaborar un substituto de sangre?,

Demostrar su seguridad, tolerabilidad y eficacia, en un modelo experimental
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4. ABORDAJE DEL PROBLEMA

LEs posible la elaboracion de un substituto de sangre tomando en cuenta la situacion
economica y tecnologica del Pais, para considerar factible el proyecto?

Los productos farmacéuticos que se comercializan en el Pais, han sido elaborados e
investigados en su etapa experimental y clinica en otros pais donde la infraestructura
permite sintetizar y evaluar resultados experimentales; por lo general los ensayos clinicos
que se realizan en México son Fase III o IV de postcomercializacion, y participa con
escasos sujetos que faciliten mejor la confianza del usuario para luego incursionar en el
cuadro basico de medicamentos del sector salud.

La sangre artificial no es una linea de investigacion de ningln laboratorio comercial del
mundo; algunos como Baxter han aportado un capital importante para el desarrollo de la
tecnologia y ese capital de riesgo se perdi6 con los primeros fracasos en los noventas.*>
Otros laboratorios (Sangart INC) han incursionado tomando en cuenta la necesidad de
substitutos de sangre, pero las aportaciones han sido mas bien modestas y condicionadas.
En México en cambio, hay un “déficit” de sangre por desconocimiento de los inventarios o
excedentes de los bancos de sangre debido a que estos no son difundidos o publicados; este
“excedente” que por desgracia vence es una fuente importante para la elaboracion de la
materia prima de los substitutos con base en la hemoglobina.

Utilizar las técnicas de entre cruzamiento por medio de puentes como la diaspirina para
elaborar las hemoglobinas interligadas oo, resulta a la luz de las publicaciones
inadecuado, debido a que diversos estudios han demostraron que éste producto fue
suspendido en los ensayos clinicos fase II a finales de los noventas.*

La hemoglobina polimerizada no es menos costosa que la interligada. Los fosfolipifos
encapsulantes elaborados en la Universidad de Waseda Japén, resultan
extraordinariamente costosos.

El almidén en cambio, es un coloide que ha demostrado eficacia y seguridad como
expansor de plasma en diversos estudios clinicos internacionales;*>>* la amilopectina, el
principal constituyente del almidon es un polimero de glucosas que puede ser adquirido
desde 200 hasta 400 kilodaltones, y es relativamente barato y con elevada viscosidad.

(Como elaborar y probar un transportador artificial de oxigeno?
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La Food and Drug Administration (FDA) en 1990 a través del Center for Biologics
Evaluation and Research publico las normas y recomendaciones que deben observarse
para la elaboracién de transportadores artificiales de oxigeno.™
Estas caracteristicas han sido divididas inicialmente en pruebas fisico-quimicas e in vivo
(Tabla II); sin embargo, en la década de los 90s, los estudios de microcirculacion tomaron
relevancia,”® 'y con el tiempo han demostrado ser indispensables para el analisis de la
eficacia de cualquier transportador de oxigeno.
No es el objetivo del presente proyecto desarrollar toda la tecnologia indispensable para
proponer un producto final, pero si establecer un principio metodologico necesario que de
inicio al conocimiento para continuar con la pesquisa encaminada a los ensayos clinicos,
donde se exploran otras variables como los efectos toxicoldgicos.
Derivado de lo anterior podrian elaborarse las siguientes preguntas:
e Es posible la union quimica entre la hemoglobina humana y un polisacéarido
(almidén), con estabilidad fisico quimica de acuerdo a las observaciones de la
FDA?
e /La elaboracion de esta molécula (hemoglobina-almidon) tendra tolerabilidad y
seguridad en un modelo experimental de hemorragia?

e ;La molécula de hemoglobina-almidon serd capaz de transportar oxigeno bajo la

observacion de la microcirculacion (eficacia)?
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5. HIPOTESIS

5.1 Lahemoglobina es capaz de reaccionar quimicamente con el almidon para
establecer una union estable; esta union se analizara a través de:
e  Espectrofotometria
o Gel de poliacrilamida.
o La hemoglobina-almidon demostrara adecuada oximetria, al compararla con la
hemoglobina humana.
5.2. Lamolécula de hemoglobina-almidon podra demostrar tolerabilidad y seguridad
en un modelo experimental de hemorragia, mediante:
o Estabilidad hemodinamica y gasométrica ( hemodilucion isovolémica).
e Lograra la sobrevida del modelo experimental.
5.3. La hemoglobina-almidéon demostrara eficacia en el transporte de oxigeno bajo la
observacion de la microcirculacion a través de:
e FEvaluacion de oxigeno capilar y tisular

e FEvaluacion de la funcionalidad capilar.

6. OBJETIVOS
El presente proyecto buscaré en tres etapas los siguientes objetivos:
6.1. Primera Etapa (Etapa bioquimica)
El desarrollo de la metodologia quimica necesaria para la uniéon de la hemoglobina humana
con el almidon, encontrando su estabilidad y equilibrio fisico-quimico demostrado a través

de:

e Curva espectrofotométrica

Gel de poliacrilamida

Establecer sus caracteristicas gasométricas.

6.2. Segunda Etapa (Etapa experimental)

Desarrollar un modelo murino de hemodilucién isovolémica para demostrar la

seguridad del producto evaluada mediante

a) Estabilidad hemodindmica y gasometrica

b) Sobrevida al menos del 50% de los especimenes.
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6.3. Tercera Etapa (Etapa de estudio sobre la microcirculacion)

Demostrar mediante la observacion de la microcirculacion, que bajo condiciones de
hemodilucidn extrema el compuesto hemoglobina-almidon es capaz (eficacia) de:
e Transportar el oxigeno a nivel capilar y tisular

e Mantener la funcionalidad capilar.
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7. METODOLOGIA

7.1. Primera Etapa. (procedimiento bioquimico)

7.1.1. Origen de la hemoglobina.

Para iniciar la primera etapa del proyecto se extrajo la hemoglobina de los globulos rojos
de los paquetes globulares vencidos que el Banco de Sangre del Hospital de Cardiologia del
CMN SXXI, suele dar de baja al término de su vigencia; la hemolisis se realizo por medio
de cristalizacién descrito previamente por De Venuto F.*’

7.1.2. Reaccion con el almidon.

Los cristales obtenidos se disolvieron en agua inyectable y se le determino la
concentracion de hemoglobina, posteriormente se dializaron en agua destilada (1:4 v/v)
para eliminar el exceso de potasio y fosfatos. Finalmente se dializaron en soluciéon de
dialisis "peritoneal" para uso humano (contenido: 5.7 g NaCl, 3 g de NaHCOs, 0.28 g de
CaCl,, 0.30 g de KCL y 0.15 g de MgCl, * 6H;0, / 1L) para obtener un balance de los
electrolitos y del pH.

La esterilizacion se logro mediante la elusion a través de un filtro millipore de .22pu. Al
final la hemoglobina obtenida se analizo para determinar nuevamente su concentracion por
el método de cianometahemoglobina.

7.1.3. Identificacion de 1a hemoglobina mediante curva de espectrofotometria

La identificacion de la hemoglobina se logro mediante la lectura que emite la curva de
absorbancia en el espectrofotometro (Beckman DU) la cual debe oscilar entre 420, 540 y
590 nm (Fig. 4a) estimandose la concentracion de hemoglobina en 20 + 3 g/dL.

Un corrimiento en gel de poliacrilamida, por el método de BIO-RAD (Laemmli, UK,
Nature 1970) establecio los pesos moleculares y la pureza del producto (Fig. 4b).

A continuacion se verifico la pureza de la hemoglobina por medio de columna de sephadex
100. La esterilidad de la hemoglobina se certifico por cultivo en placa.

7.1.4. Enlace quimico entre la hemoglobina y el almidén (Hb-almidén)

La conjugacion entre la Hb y el almidén (250,000 Daltons), tiene por objetivo prolongar la
permanencia intravascular del conjugado al incrementar el tamafio molecular, evitando asi

su filtracion renal y la nefrotoxicidad conocida de la hemoglobina libre.*®
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La amilopectina es el principal compuesto del almidon y esta estructurada por 45 grupos
hidroxietilicos por cada 100 unidades de glucosa a través de una ligadura de éter en el C-2;
para poderla eslabonar a la hemoglobina, es menester utilizar un puente donador de cloros,
para lo cual se utilizo el cloruro ciantrico; de esta forma se eliminan dos atomos de cloro y
se substituyen por grupos amino, iminos ¢ hidroxilo formando ligandos estables mediante
una reaccion covalente.” (Fig. 4c)

La esterilizacion del aducto final se llevo a cabo mediante la filtracion a 0.22p demostrando
su pureza por medio del lisado de amebocitos Limulus.*’

La viscosidad final del producto se analizo mediante un viscosimetro rotatorio (Wells-
Brookfield RVT-II+, Massachusetts)."!

7.2. Segunda Etapa (modelo experimental)

7.2.1. Hemodilucion isovolémica.

Para la evaluacion de la tolerabilidad y seguridad del aducto (Hb-almidon) se
desarrollé un modelo de hemodilucion isovolémica en rata,** que consiste en provocar
una exanguinacion aproximada del 50 al 60% del volumen intravascular circulante,
estimandose a partir del 7% del peso corporal del animal con reposicion isovolumétrica del

producto a evaluar.

7.2.2. Procedimiento pre-quirurgico.
Se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley para el procedimiento descrito en el
Anexo 2 y se dividieron en dos grupos:

Grupo I: Estuvo constituido de 8 animales a los que se les infundié en forma simultanea
a la exanguinacion Penta-almidon (amilopectina de 250,000 mw, 0.9 g de Na Cl, 0.5 g de
hidroxido de sodio y amilopectina de 250,000 de peso molecular en 100 mL, Ron-Puolec-
Rorer).

Grupo II. Este fue el grupo problema y estuvo constituido por 8 especimenes; este
grupo recibio la mezcla de Hb-almidéon y se desarrollo en forma similar al grupo testigo.
Los resultados de la presion arterial media (PAM), gasometrias arteriales y venosas,
hemoglobina/hematocrito, y tiempo de sobrevida versus hematocrito, fueron analizados en

los tiempos basal, a los 5, 10 y 15 mL de sangrado considerando un nivel minimo de
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significancia de p < 0.05 para todos los parametros mismos que se analizaron a través de t

de student.

7.2.3. Resultados (segunda etapa)

El volumen de exanguinacion para lograr el descenso del hematocrito fue similar en ambos
grupos (4.3 +.7y 4.1+ .5 mL/Kg del peso corporal, p NS).

Los niveles de hemoglobina / hematocrito en forma basal no tuvieron diferencia entre los
grupos; sin embargo, a los 5, 10 y 15 mL después del sangrado, la hemoglobina y
hematocrito tuvieron un descenso mas acentuado en el grupo del almidén vs. Hb-almidon

(Grafica 1).

La hipovolemia consecutiva al sangrado condiciono, a pesar de la restitucion isovolémica,
caida en la PAM en ambos grupos (Grafica 2).

El sangrado provoco acidosis metabolica con hiperventilacion compensatoria solamente en
el grupo de almidon; ello se evidencio por el descenso del pH (de 7.38 a 7.3), el exceso de
base (de -2.91 a -8.68 mosml/L) y el bicarbonato (de 20.05 a 14.51mosml/L) con diferencia
estadistica en relacion a las cifras basales (p< 0.05), no asi en el grupo de Hb-almidén que
presentd un comportamiento mas estable durante todo el procedimiento (Grafica 3); la SO,
resulté mas elevada en el grupo de Hb-almidoén pero sin diferencia estadistica respecto al
grupo testigo. (Grafica 4)

Aunque la administraciéon de almidon y Hb-almidon no se asociaron a ningin efecto
secundario aparente, hubo 2 ratas que fallecieron en el grupo de almidon y una en el grupo
de Hb-almidoén durante las 24 horas de observacion, probablemente relacionadas a causas
externas como hipotermia post-quirurgica o eventualmente secuelas del choque, como ha

. 43
sido reportado por otros autores.

7.3. Tercera Etapa (analisis de la microcirculacion)
Evaluacion de la oximetria capilar-tisular y funcionalidad capilar
La tercera etapa del proyecto, se llevo a cabo en el Laboratorio de Microcirculacion del

Departamento de Bioingenieria de la Universidad de California de San Diego con el objeto
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de demostrar si el producto Hb-almidon previamente elaborado en la Unidad de

Investigacion del Hospital de Cardiologia, era capaz de:

1. Mantener las constantes hemodinamicas estables bajo un modelo experimental de
hemodilucion extrema.

2. Mantener la gasometria estable con la hemodilucion extrema.

3. Mantener el oxigeno a nivel capilar y tisular

4. Mantener la funcionalidad capilar.

7.3.1. Preparacion para el andlisis de la microcirculacion

El almidén fue seleccionado como substrato para la conjugacion con la hemoglobina
debido a su elevado peso molecular (250,000 mw) y viscosidad (2.2 cP), su
biocompatibilidad, modesto precio y desde luego su disponibilidad en México (Alpha-

Fessenius, Guadalajara); las caracteristicas se encuentran descritas en la Tabla III.

7.3.2. Evaluacion de la eficacia

Se analizaron las constantes hemodindmicas, gasométricas, oximétricas y de funcionalidad
capilar (FC) bajo la observacion de la microcirculacion, en un modelo experimental
sometido a hemodiluciéon extrema, que consistio en una exanguinacion suficiente para
lograr un descenso del hematocrito igual o mayor al 80% del basal;** con este grado de
hemodilucion, el gasto cardiaco disminuye y consecuentemente el flujo sanguineo a pesar
de la restitucion isovolémica, lo que provoca reduccion del flujo capilar y del shear stress,
si antes no se incrementa la viscosidad del hemodiluyente o se infunde un adecuado
“transportador de oxigeno”; si la Hb-almidén es capaz de mantener, no solamente la
viscosidad sanguinea (shear stress) sino ademds, transportar el oxigeno, serd congruente
con la hipdtesis de que atn bajo hemodilucién extrema, las constantes reologicas y
oximétricas bajo el campo de la microcirculacion no presentaran grandes cambios; de no
ser asi, se encontrara una disminucion del oxigeno en los capilares y el tejido y por lo tanto,

habra una evidente alteracion en la FC.
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7.3.3. Metodologia.
El modelo experimental fue planeado en hamsters Syriam golden (Simonsen, Gilroy, CA)
bajo las guias y normas que rige el uso de Animales de Laboratorio en la Universidad de
California de San Diego (National Research Council. 1996), donde el proyecto fue
aceptado previamente para su desarrollo (Anexo 3).
Para el analisis de la microcirculacion, se colocd un dispositivo denominado “cdmara o
ventana de observacion” en el musculo dorsal de los hamsters, para la evaluacion del
diametro arteriolar, la velocidad del flujo sanguineo y la funcionalidad capilar.*’
El procedimiento microquirurgico se describe en el Anexo 2.
7.3.4. Parametros
Los parametros de la microcirculacion,” son descritos en el Anexo 4.
7.3.5 hemodilucion extrema.
La hemodilucién fue realizada en tiempos (isocrénica) y volumenes (isovolémica) iguales
con el objeto de mantener siempre una isovolemia en equilibrio y asi poder lograr el
descenso del hematocrito sistémico sin condicionar choque hipovolémico; para lograr este
objetivo la hemodilucion se realizo en tres etapas sucesivas. (Figura A).
El volumen de exanguinacion se estimd en relacion al volumen intravascular calculado de
acuerdo al 7% del peso corporal; la primera etapa de la exanguinacion se realizd para
descender un 40% del volumen intravascular, haciendo una regla de tres:
Peso total = 100%

X = 40%
El almidéon o la Hb-almidon se infundieron en forma similar utilizando en todos los casos
una bomba de infusion eléctrica para uso experimental (CMA/100 Microinjection Pump,
Carnegie Medicine AB, Sweden) a una velocidad de infusion de 100 pL/min.
La Hb-almidon o el almidon se infundieron en sus diversas etapas a través de una jeringa de
3 mL con un filtro de .20 p  por el catéter venoso; la exanguinacion fue al mismo tiempo a
través de un catéter colocado en la arteria cardtida en forma manual recolectdndose en una
jeringa de 1 mL y que correspondid al mismo volumen de la infusiéon calculada; el animal

se dejo recuperar 20 minutos antes de proceder a las siguientes etapas de exanguinacion.
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El animal despierto fue colocado en un tubo de acrilico fabricado ad hoc con una ranura

superior para el deslizamiento de la ventana e inmobilizacidon y permitir la observacion a

través del microscopio invertido de transiluminacion intravital.

El experimento se realiz6 en las siguientes etapas:

1) Evaluacion basal.

2) Etapa 1: Hemodilucion isovolémica con el descenso del 40% del hematocrito,
substituyendo el volumen con almidon.

3) Etapa 2: Hemodilucién isovolemica para descender al 60% el hematocrito del basal
substituyendo con almidon.

4) Etapa 3 (grupo almidon) descenso al 80% del hematocrito basal restituyendo el
volumen por medio del almidén.

5) Etapa 3 (grupo Hb-almidon) consistio en un descenso del 80% del hematocrito
restituyendo con Hb-almidon.

Al final de la tercera etapa los animales recibieron una infusiéon en bolo de paladio-

porfirina a razén de 30 mg/kg, para evaluar la hemodinamica vascular y la distribucion de

oxigeno intracapilar y tisular; fueron analizados los parametros hemodindmicos,

gasométricos y vasculares en la etapa basal e inmediatamente después de cada

hemodilucion; las muestras sanguineas fueron tomadas después de cada recambio para

evaluar el hematocrito y hemoglobina, no asi la gasometria la cual se analiz6 en forma

basal y al final de la tercera etapa.

7.3.6. Analisis estadistico. Los resultados se presentan como media £ DS en relacién a la
basal; para todos los valores se aplico anélisis de varianza y para la comparacion entre los
grupos, t de Student y U de Mann-Whitney. Los cambios son considerados con diferencias

estadisticas si la p <0.05.

7.3.7. Resultados

Fueron evaluados en este estudio 3 especimenes para la identificacion de las variables en la
microcirculacion del producto Hb-almidon y 3 testigos, realizados con el almidon.

Todos los animales toleraron adecuadamente el procedimiento sin signos de dafio aparente.

a) Parametros hemodinamicos y gasométricos.
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El volumen y por ciento de exanguinacién en las 3 diferentes etapas para ambos grupos fue
de: 1.778 mL (40%), 1.506 mL (35%) y de 1.106 mL (35%), respectivamente.

El descenso del hematocrito y la hemoglobina fue similar para los dos grupos hasta la
segunda exanguinacion (p NS); sin embargo, en la tercera exanguinacion el grupo del
almidon mostré un gramo menos de hemoglobina y 2.7% menos de hematocrito que el de
Hb-almidon ( p<0.05) Cuadro 1.

La PAM basal fue similar para los grupos (104 £ 3 vs. 98 + 4 mmHg); sin embargo,
después del tercer recambio la PAM descendié en ambos grupos siendo mas severo en el
grupo de almidén (85 vs. 62 mmHg, respectivamente p<0.05). La frecuencia cardiaca
permanecid sin grandes cambios y similar en los dos grupos durante las 3 etapas, (p NS)
Cuadro I.

En relacion a las gasometrias sistémicas, al final del tercer recambio se observé en los dos
grupos un incremento en la PaO, que al compararlos con la basal denotd diferencia
estadistica (p< 0.05) y descenso significativo de ambos grupos en la PCO; (p< 0.05); el
pH se mantuvo entre 7.31 y 7.35 en los dos grupos durante todo el experimento ( p = NS);
el exceso de base mostrd descenso similar para los dos grupos, con diferencia estadistica en

relacion a la basal (p<0.05) pero no entre los grupos, (p NS) Cuadro II.

b) Pardametros microcirculatorios
Tono vascular
Los cambios en el didmetro en las arterias nutricias, las arcadas (23 — 95 p) y las vénulas
largas y colectoras (24 — 230 u) fueron evaluadas en forma basal y después de la primera y
tercera etapa; en el Cuadro III se presentan los cambios en el didmetro de las arteriolas en
relacion al hematocrito alcanzado después de la 3a exanguinacion.
Mientras que se produjo discreta dilatacion capilar en ambos grupos después del 3°

recambio (p NS), a nivel venular no se observaron diferencias sustanciales.
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Velocidad del flujo sanguineo

En la Cuadro III se puede observar los cambios en las velocidades de flujo sanguineo en
las arteriolas y las vénulas en la 3 etapa de la hemodilucion extrema; hubo un incremento
en la velocidad del flujo en el arbol capilar para el grupo de Hb-almidon con diferencia
significativa en relacion a la basal (de 2.2 a 2.65 mm/seg, p< 0.05), no observandose lo
mismo para el grupo del almidon, donde la velocidad de flujo sanguineo incluso disminuyé
de 3.3 22.85 (p NS).

En el 4rea venular la velocidad se increment6 discretamente en ambos grupos pero sin

diferencia estadistica (p = NS).

Funcionalidad capilar (FC)

En la Cuadro IV se muestran los resultados de la funcionalidad capilar en el periodo basal
y posterior al tercer recambio; el descenso porcentual de la F'C después del tercer recambio
fue del 65% al compararla con la basal siendo mas significativa en el grupo del almidon, e
incluso marco una diferencia en el resultado final entre el grupo de Hb-almidon vs. almidén

(11 vs. 6, p<0.05).

Distribucion del oxigeno capilar

El oxigeno capilar fue evaluado en 7 diferentes arterias en forma basal y posterior al tercer
recambio, donde se apreci6 en promedio una pérdida de aproximadamente el 50% del
oxigeno intra como extracapilar, siendo mas severa en el grupo del almidon, donde se
encontrd una diferencia estadistica, tanto al compararlo con el oxigeno basal como entre los

grupos al final de la tercera etapa. (p< 0.05). Cuadro IV
El oxigeno tisular, que normalmente forma parte de las mediciones en los experimentos de

hemodilucion extrema, se considerd innecesario en estos experimentos dado los pardmetros

oximétricos tan bajos obtenidos en el espacio intra y extracapilar.
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8. DISCUSION
8.1. Primera etapa.- Elaboracion del compuesto Hb-almidén

Aunque la reaccion quimica entre la hemoglobina y el almidon se logrd, se pudo
observar una pequefia banda en el gel de poliacrilamida correspondiente a la hemoglobina
no ligada (Fig. 4b); este resultado obligé a la busqueda de la eficiencia de la reaccion
mediante la glicosilacion de la hemoglobina, con la cual se puede identificar el por ciento
de reaccion. En la Figura 5, se puede observar el gel y la metodologia, donde se demuestra
la pobre eficiencia de la reaccion.
La hemoglobina libre es potencialmente nefrotdxica, por lo que hubo necesidad de separar
el aducto de la hemoglobina libre a través de columna de sefadex 100, de la cual se obtuvo

un compuesto mas puro, mismo que se reto en el experimento de la microcirculacion .

Aunque fue agregado glutation 1M a la reaccidon quimica de la Hb-almidon tratando de
evitar la autooxidacion de la hemoglobina, la metahemoglobina analizada por medio del
Co-oximetro fue alrededor del 50% después de un periodo de almacenamiento de una
semana a 4°C (Tabla III).

En este sentido se intentd disminuir el proceso de autooxidacion afiadiendo N-acetil-
cisteina durante la separacion de la hemoglobina, pero no fue suficiente para evitarlo.

Otro método que ha demostrado ventaja para reducir la metahemoglobina ha sido el uso de
una cdmara cerrada de nitrogeno, para lo cual se mand6 hacer un matraz bola de tres bocas,
sometiéndose a una presion constante de 1000 psi;*® con este procedimiento se logro

reducir la oxidacion en forma mas temprana (Tabla III).

8.2. Segunda Etapa.- Modelo experimental de hemodilucion isovolémica.

El modelo experimental de hemodilucion isovolémica alcanzd los objetivos deseados
lograndose mantener con sobrevida los animales durante todo el experimento; sin embargo,
este modelo solo pudo analizar la capacidad que tiene la solucion como “expansor de
plasma” mejor que como transportador de oxigeno, ya que se ha demostrado que la
hemodilucion isovolémica con coloides pueden mantener las condiciones hemodindmicas y
eventualmente gasométricas estables en un individuo con pérdidas cercanas al 50% del

volumen intravascular.”’ Para analizar la eficiencia de un transportador de oxigeno se
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requiere de una hemodilucion extrema (> 60 por ciento del volumen). No obstante, vale la
pena destacar que el producto Hb-almidon mantuvo niveles elevados de hemoglobina
(Grafica 1), aunque el hematocrito también se elevd (19 vs. 11%, p<0.05), lo que
seguramente se debid a estroma eritrocitario residual producto de una incompleta

separacion, como fue sefialado en el espectro y en el gel de poliacrilamida (Figs. 4a y 4b).

La presion arterial media descendié en forma importante durante el primer recambio a
pesar de la restitucion isovolumétrica en los dos grupos sin diferencias entre ellos; sin
embargo, cabe senalar que los experimentos con derivados de hemoglobina, han reportado
hipertensién arterial consecutiva, fenémeno que no observamos en nuestro estudio;*’ esto
posiblemente encuentra su explicacion en la baja sensibilidad de los poligrafos, ya que los
pequeios cambios de alrededor de 8 a 15 mmHg no son claramente visibles en el papel.

Al analizar las gasometrias pudo observarse la presencia de acidosis metabdlica en el
grupo de animales tratados con almidon (Grafica 3); estos resultados indican que a pesar
de la exanguinacion, el aducto Hb-almidon fue capaz de estabilizar modestamente algunas

de las constantes gasométricas no observadas con el grupo testigo.

8.3.- Tercera etapa.- Capilarometria

Durante la hemodilucion extrema se monitorizé la PAM, la hemoglobina y el hematocrito
después de cada recambio, no asi las gasometrias que se realizaron en forma basal y
después del 2° y 3er recambio, con el objeto de evitar mayor sangrado que repercutiera en
el hematocrito final.

La hemoglobina y el hematocrito descendieron en forma similar en ambos grupos hasta
el 2° recambio sin diferencia estadistica, no asi en el tercer recambio donde se pudo
observar el mismo fendmeno que en los experimentos con las ratas, es decir, la
hemoglobina fue superior en el grupo Hb-almidon, (4.3 vs. 3.4 g/dL); el hematocrito se
comportd en forma similar, siendo discretamente mas elevado para el grupo de Hb-almidon

(12.9 vs. 10.2, p< 0.05) (Cuadro I).

28



Las gasometrias mostraron un comportamiento similar al de las ratas durante la
hemodilucion isovolémica; la acidosis metabolica también fue un fenomeno observado en
ambos grupos evidente por el descenso en el pH y exceso de base (Cuadro II).

Tanto el didmetro como la velocidad de flujo se vieron incrementadas en el grupo de Hb-
almidon, contrastando con el grupo del almidén cuyo didmetro practicamente no se
modificd (Cuadro III); este hallazgo es congruente con el hecho de que el aducto puede
condicionar via shear stress dilatacion ar‘teriolar;48 mas alin, como se pudo observar en
Cuadro I, la PAM disminuy6 paulatinamente durante los recambios; la infusion del aducto
no produjo la esperada hipertension por barrido del 6xido nitrico.*

Durante el experimento se analizd en forma basal la funcionalidad capilar en 10 diferentes
campos de observacion, con una duracion de grabacion de 30 segundos para cada uno de
ellos.

En forma basal no se encontraron diferencias en el oxigeno entre el aducto y el almidon
(27 vs. 28), sin embargo cuando se evalu6 el resultado final después del 3er recambio, se
encontro un descenso mas pronunciado en el grupo del almidon (11 vs. 6). Estos resultados
indican que el producto no fue capaz de mantener el flujo microvascular suficiente para
transportar el oxigeno a los tejidos (Cuadro IV); este defecto es una consecuencia
directamente relacionada a la vasoconstriccion y disminucion del flujo microvascular mas
severamente observado en el grupo del Almidon.

Una observacion favorable consecutiva a los experimentos fue la estabilidad en la presion
arterial. La hipertension arterial observada en la mayoria de los transportadores de oxigeno
es consecuencia del arrastre del 6xido nitrico; este fendmeno no se encontrd con el aducto,
probablemente por la viscosidad elevada, ya que la elevacion de la viscosidad condiciono
incremento en el shear stress repercutiendo en la dilatacion arteriolar via xido nitrico.*
Otra explicacion ha sido postulada por Nakai K y col.,”® quienes han sugerido que las
moléculas de hemoglobina que no atraviesan los espacios endoteliales tienen mayor
dificultad en acarrear el 6xido nitrico y por lo tanto no condicionan vasoconstriccion; esto
querria decir que la hemoglobina conjugada con el almiddn, al tener un tamafio molecular
grande, no deberia mostrar respuesta hipertensora.

Para analizar este postulado se llevo a cabo el ultimo de los experimentos de éste proyecto,

que fue retar la Hb-almidon ante un modelo validado de vasoconstriccion en anillos
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aorticos de rata, banados con el producto, con el objeto de demostrar su vasomocion
consecutiva a la produccién de ON, y la ausencia de respuesta con inhibidores de la sintasa
de 6xido nitrico (articulo inserto).

En el experimento se demostrd que a pesar del peso molecular elevado de la Hb-almidon
(>300 kDs) el fenémeno de vasoconstriccion fue similar a la hemoglobina. Esto encuentra
su explicacion, en la existencia de otros mecanismos de vasoactividad que no solamente la

hipdtesis de incrementar el tamafio molecular.

9.- CONCLUSION

El presente estudio demostr6 que es posible unir quimicamente la molécula de
hemoglobina a un polisacarido y mantenerlo en forma estable por al menos un mes; sin
embargo, la eficiencia de la reaccidbn es pobre, por lo que requiere de un andlisis
bioquimico cuidadoso para mejorarla. Si bien, la molécula de hemoglobina-almidon fue
tolerada y capaz de mantener las condiciones hemodinamicas y gasométricas en el modelo
de choque hemorragico (< 50% del volumen intravascular), esto se debid probablemente al
efecto del almidon como expansor, ya que al retar el mismo producto en la
microcirculacion, su capacidad de transporte de oxigeno fue muy pobre.

En cambio, cuando la molécula fue analizada en el contexto del acarreo del 6xido nitrico a
través del experimento de vasoconstriccion, se demostré que la hemoglobina-almidén es
capaz de sustraer el 6xido nitrico de la preparacion, a pesar de su “elevado” peso molecular.
A la luz de los conocimientos actuales y como resultados del presente estudio, no parece
sencillo obviar una de las funciones mas importantes de la hemoglobina, que es la del
acarreo del 6xido nitrico, independientemente del tamafio molecular del producto al cual se
adhiera. Esta constante de afinidad del 6xido nitrico parece ser superior a la del oxigeno, o
por la elevada concentracién endovascular, o por su estereo-electroquimica, que le facilitan

el encriptamiento dentro de la hemoglobina.
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ANEXO 2

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO
a) Pre-quiridrgico.

Se utilizaron ratas macho, Sprague-Dawley de aproximadamente 300 & 55g de peso,
que correspondieron a una edad de entre tres a cuatro meses, liberadas por el Laboratorio de
Certificacion del Bioterio del Centro Medico Nacional Siglo XXI.

Los especimenes se mantuvieron durante treinta dias previos a cualquier procedimiento,
aislados en jaulas de policarbonato en grupos de cinco y bajo un régimen de alimentacién
formulada para condiciones pre-quirurgicas; los liquidos se administraron pre-filtrados, a

consumo libre y en bebederos de uso grupal.

Doce horas previas al procedimiento quirtrgico, el espécimen se mudd a una jaula de
aislamiento sin alimentos, permitiendo unicamente agua. Al cumplirse el plazo establecido
se procedio a su preparacion sujetandolo por el extremo distal de la cola y de esta manera
introducirlo en una bolsa reticular que servio como asistencia para su inmovilizacion y para
facilitar las maniobras subsecuentes que fueron el pesado y la aplicacion de los anestésicos.
El procedimiento anestésico consistido en la aplicacion de una inyeccidon intramuscular
profunda en la region glitea de Ketamina (0.5 mL) y Dehidrobenzoperidol (0.5 mL) a dosis
de efecto disociativo. Una vez alcanzado el plano anestésico, se extrajo el espécimen de la
bolsa y se inicio el procedimientos de preparacion prequirtrgica en decubito dorsal sobre la
tabla de cirugia y la sujecion con brazaletes de tela adhesiva por la parte distal de las cuatro
extremidades, se procedi6 al rasurado del pelo en el abdomen bajo e ingles, asi como la

aplicacion de Heparina 1,000 U por la via transcutanea a la cavidad peritoneal .

b) Procedimiento quirurgico

Se cateterizo la arteria y vena femoral superficiales izquierdas para permitir la extraccion
de sangre e introduccion del producto respectivamente, en forma controlada mediante una
llave ad hoc en la arteria y una bomba de infusién experimental (SP210iw syringe pump,
WPI®) a través de la vena para lograr la hemodilucién isovolémica (extraccion de 1 mL

por 1 mL de entrada) a una velocidad de 1/2 mL/min y mantener una oxigenacion tisular
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adecuada, a pesar del descenso constante del hematocrito; se cateterizé la arteria femoral
superficial derecha para la monitorizacion continua de la presion arterial y de la frecuencia
cardiaca a través de la interconeccion de un sensor de presion o termistor con el

electrofisidografo (Grass Instrument®, Mod §9).

Manteniendo una técnica quirtrgica estéril, se inici6 la apertura de la pared abdominal
incidiendo la piel en la linea media utilizando para este fin una hoja de bisturi del nimero
20, el corte se inicid a un centimetro por abajo de la cicatriz umbilical y se prolongd en
direccion al pubis por un espacio de tres centimetros, en este punto se desvid la linea de
corte a la parte media de la region inguinal izquierda avanzando hasta el hueco popliteo de
la extremidad pélvica izquierda, a continuacion y para dar por terminado el corte de la piel
fue necesario ubicar la punta del bisturi en el vértice del angulo formado por el corte
previo y prolongar la incision a través de la parte media inguinal derecha hasta alcanzar el

hueco popliteo de la extremidad pélvica derecha.

Una vez realizados los cortes en la piel, fue posible ver el tejido graso subcutaneo que
cubre el ligamento inguinal extendiéndose hasta la proximidad del hueco popliteo en ambas
extremidades pélvicas y proteger a los elementos vasculares y nerviosos femorales
superficiales.

Para visualizar el paquete vascular y nervioso femoral superficial izquierdo, fue necesario
separar el tejido graso subcutaneo de la aponeurosis anterior del musculo pectineo, lo que
se logro al realizar un tinel de trayectoria recta entre el hueco popliteo y la parte media del
ligamento inguinal. Para realizar el tinel fue necesario apoyar la punta de una tijera curva
de Metzenbaum cerrada sobre la fascia anterior del musculo pectineo en la proximidad del
hueco popliteo y por diseccion roma desplazar el tejido laxo en direccion a la parte media
del ligamento inguinal hasta alcanzarlo, en este punto se perfor6 el tejido subcutdneo
ejerciendo presion hacia arriba con la punta de la tijera, a continuacion se introdujo en el
tunel la rama izquierda de la tijera hasta que la punta aparecio a través de la perforacion
aislando la cara posterior del tejido subcutdneo y ejerciendo presion hacia arriba para
efectuar el corte en la mitad del ligamento inguinal.

El corte con tijera, se ampli6 en direccion cefalica formando un dngulo recto con el borde
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de la seccion previa, el corte se efectud en sentido paralelo al ligamento inguinal, con esto
se termind la preparacion de un colgajo pediculado por los elementos vasculares y
nerviosos hipogastricos, que posteriormente se revertio con la ayuda de una pinza de Kelly
curva colocandolo a un costado de la pared abdominal para permitir la visualizacion de los

vasos femorales superficiales
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ANEXO 4

a) Parametros hemodiniamicos.
La PAM y la frecuencia cardiaca fueron monitorizados permanentemente mediante la
interconeccion del catéter arterial a un transductor-monitor (Beckman Recorder;

Espectramet Pressure Transducer).

b) Parametros microcirculatorios

Antes de iniciar el procedimiento fueron tomadas fotografias de la ventana dorsal e impresa
en papel para poder seguir la vasculatura en forma macroscopica y de esa forma “mapear”
con mayor facilidad y definir los vasos a estudiar. La observacion de la microcirculacion se
llevo a cabo por medio de un microscopio invertido (IMT-2, Olympus, New Hyde Park,
NY) utilizando un objetivo de inmersion en agua 40x (Olympus Wplan, NA=0.7) por
medio de técnica de transiluminacidn; las imagenes fueron grabadas en una videocamara
(Cohu 4815-2000) y transferidas a una television-grabadora (Sony Trinitron PVM-1271Q y
grabadora Panasonic AG-7355, respectivamente). Las arteriolas fueron agrupadas de
acuerdo a sus trayectos como ramas principales Al, pequefias arcadas A2, arteriolas
transversas A3 y arteriolas terminales o precapilares A4; las vénulas fueron clasificadas

como pequeiias colectoras Vc y grandes vénulas V1.

La funionalidad capilar (FC) fue definida como los segmentos capilares que tienen un
transito de globulos rojos (al menos uno) en un periodo de 30 segundos de observacion y
analizada en 10 sucesivos campos microscopicos, para totalizar una region de .46 mm®. La
observacion de los campos fue hecha sistematicamente por desplazamiento de la platina
hacia la derecha o hacia la izquierda de cada campo, mismo que fue impreso en una
videograbadora cuadro por cuadro durante 30 segundos de observacidon-grabacion,
definiendo el primer campo como el principal (bifurcacién de grandes arteriolas).

La velocidad del flujo vascular en las arteriolas y vénulas fue medida usando un sistema de
fotodiodo disefiado por Intaglietta y col (Fiber Optics Photo Diode Pickup and Velocity
Traker 102B; Vista Electronics, San Diego, CA) y analizada a través de un microsensor que
se ubica a lo largo del vaso para obtener un promedio de velocidad del paso de globulos

rojos. El didmetro arteriolar y venular fue medido a través de una video imagen por la
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técnica de deslizamiento (Digital Video Imagen Shearing Monitor model 908: Vista
Electronics) durante el mismo tiempo en el que se evaludé la velocidad del flujo

microvascular.

La velocidad del flujo sanguineo (Qg) fue calculada de acuerdo a la formula:

QB:(I. VRBc.TC.dz/4

Donde o es un parametro que varia de 2.0 para A1y V1 a 1.0 en capilares, Vgpc

Se refiere a la velocidad de flujo sanguineo y d al didmetro.

¢) Analisis del oxigeno capilar y tisular.
Las medidas de oxigeno fueron hechas utilizando el método de “desaparicion de la
fosforescencia” del Paladio-Porfirina descrita previamente,” el cual esta basado en la
relacion que existe entre la velocidad de la desaparicion de la fosforescencia
dependiente de oxigeno emitido por la albumina unida al complejo mesotetra-paladio-

porfirina excitado por la emision de pulsos de luz.

La relacion entre el tiempo de vida de la fosforescencia (t y la presion del oxigeno esta

dada por la ecuacion de Stern-Volmer :

T/t=1+kq.1t.p0,

Donde 1y y 7 son la vida media de la fosforescencia en ausencia de oxigeno molecular y a
una pO, establecida respectivamente, y kg es la constante de emision, ambos factores
dependientes del pH y la temperatura. (Torres Filho IP, and Intaglietta M. Microvessel PO,

measurements by phosphorescence decay method. Am J Physiol 1993;265:H1434-H1438)
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Los animales recibieron 30 mg/kg de peso de meso-tetra (4-carboxifenil) porfirina
(Porphyrin Products, Inc., Logan, UT) unida a albumina y diluida en solucién salina al 0.9,
para lograr una concentracion final de 15 mg/mL como fosforescencia seca (ty = 600

Qseg, kg =325 Torr ' sec', pH 7.4y 37C).

La fosforescencia fue excitada por pulsos de luz de 30 Hz generada por un arco de xenon
de 45 W (EG&G Electro Optics, Salem, MA). Fueron utilizados filtros de 420 y 630 nm

para la observacion de la fosforescencia de la porfirina.

La sefial de la fosforescencia fue capturada por un fotomultiplicador (EMI, 9855B, Knott
Elektronik, Munich, Germany) con un promedio de decadencia de 128 curvas y visualizado
en un osciloscopio digital (Hitachi Oscilloscope V-1065, 100 MHz, Hitachi Denshi, Ltd,
Japan). La constante de decadencia de la fosforescencia fue determinada por una
computadora utilizando los promedios de las curvas en forma exponencial mediante la

ecuacion de Stern-Volmer.

Fueron evaluados diferentes vasos (7 arterias y 7 venas) a lo largo de los segmentos
estudiados midiendo la concentracion de oxigeno dentro y fuera del vaso mediante la
colocacion de microelectrodos a voluntad. Las evaluaciones vasculares fueron hechas en
las arteriolas largas y arcadas pequefas, en las vénulas largas y vénulas colectoras

pequeiias, mientras que el oxigeno tisular/endotelial fue analizado en 10 diferentes campos.
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GRAFICA 2
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GRAFICA 3
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GRAFICA 4
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FIGURA 1

UNION INTRAMOLECULAR a-a
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FIGURA 2

UNION POLIMOLECULAR ENTRE LAS HEMOGLOBINAS
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FIGURA 3

HEMOGLOBINA CONJUGADA
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FIGURA 4a
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FIGURA 4b

Gel de poliacrilamida.
Se puede observar una banda (<4sssm ) que corre entre 40 y 80 mil daltons, en
correspondencia al carril de pesos moleculares; también se puede observar una pequefia

banda inferior (  <—— ) que puede deberse a impurezas de la elusion.

52



FIGURA 4c

La reaccion se puede describir en la siguiente formula quimica:

C/ 1
CH3(-O-CHp-CHp )n -OH  + \(Y NaOH,  H3(-0-CH-CH2)n -O\KN\(CI
Almidén. N
]\\(N ’ N\(N
2

Cl
Cl

Almidon activado

Cloruro cianurico.

CH3(-0-CH 2-CH2)n-O \K N\( HN-PROTEIN
N\(N
Cl

Hemoglobina-almidon.
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FIGURA A

Tiempo y etapas del experimento
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En la presente figura se presenta las tres etapas de hemodilucion realizadas en el grupo de
almidon y Hb-almidon; en el tiempo —0 al 0 (basal) se incluyen a los animales que tienen
un hematocrito > a 45; la primera, segunda y tercera hemodilucion isovolémica se realizan
en los tiempos indicados con el objeto de descender el hematocrito a 40, 70 y 80 por ciento

del basal respectivamente, permitiendo media hora de estabilizacion entre cada recambio.
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FIGURA 5

Metodologia

Cuando se hace pasar una corriente eléctrica continua a través de una solucidon que posee
diferentes componentes cargados eléctricamente, éstos pueden ser separados. La velocidad
con que se separan los componentes de la solucion esta en relacion a la intensidad de la
carga eléctrica que poseen. La hemoglobina, por ser una molécula de naturaleza proteica,
estd constituida por aminoacidos que se unen entre si mediante enlaces peptidico formando
cadenas secuenciales (globinas) que poseen radicales acidos basicos NH;".Las diferentes
hemoglobinas normales, al igual que las proteinas del plasma, cuando se colocan en un
medio a un determinado pH, presentan diferente carga eléctrica, por lo que pueden ser

separadas debido a su distinta movilidad al aplicar un campo eléctrico.

Material
e Membrana de acetato de celulosa IL-Inc. Cat 49206-02.
e Buffer para hemoglobina Helena Laboratorios.Cat 5805.
e Aplicador automatico Gelman Sciences de 8 canales.
e Camara de electroforesis Sepratex. Gelman Sciences.
e Fuente de poder BRL Life Technologies, Inc Model 500.

e Densitometro junior.

Procedimiento

Se coloco el soporte de acetato de celulosa en el Buffer para hemoglobina y con un
aplicador automatico se adiciono la hemoglobina libre y la soluciéon de hemoglobina-
almidén y la electroforesis se llevo a cabo durante 1 hora a 200V. Después de la
electroforesis el soporte se coloreo colocandolo durante un minuto en solucidon colorante
rojo de Ponceau por 10 minutos y a continuacion en solucidon decolorante por 5 minutos.
Finalmente la placa se coloco en un vidrio desengrasado y se desprendid hasta estar

completamente seco. El porcentaje de las bandas se cuantifico en un densitometro Junior.
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Resultados

s @

carril 5 hemoglobina almidén

carril 6 hemoglobina libre dilucion 1:2

[ ]5g/dL

[ ]5¢/dL

4.6% de hemoglobina glicosilada

2

8% de hemoglobina ‘“‘almidonada

Hemoglobina Libre

Hemoglobina almidon

4.6% 2.6%
95.4 % 10.0%
87.5%
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TABLA I

Origen de la hemoglobina Modificacion Compaiiia
Bovina Polimerizacion con glutaraldehido  Biopiure
Bovina Polimerizacion con polietilenglicol Enzon
Bovina Interligada con 0-Rafinosa Hemosol
Humana (caducada) Interligada o-o Baxter
Humana (caducada) Polimerizacion con polietilenglicol ~— Sangart
Humana (caducada) Polimerizada con glutaraldheido Northfield
Recombinante Dimeros a Somatogen

Scott MG. 1997.
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TABLA |l

RECOMENDACIONES DE FDA
PARA LA ELABORACION DE TRANSPORTADORES DE OXIGENO

1.- CARACTERIZACION FISICO QUIMICA
Capacidad oximétrica (p50, Coeficiente de Hill y Bohr).

Espectro optico

Gel de poliacrilamida, con punto isoeléctrico
Contenido de lipidos y lipidofosfatos

Nivel de endotoxinas (Limulus)

Contenido de hierro

Presion coloidosmotica y viscosidad
Contenido de metahemoglobina

PH

Cuantificacion de electrolitos y iones.

0O 0000000 0 O

- PRUEBAS IN VIVO
Estudio de sobrevida
Efectos toxicos observables en el animal
Estudios de hemodilucion en hemorragia

Generacion de radicales libres

0O 0 OO O N

Estudios de coagulacion y activacion de macrofagos/neutrofilos y plaquetas
(tromboxanos, histamina, leucotrienos)

Respuesta inmune (IgG, IgE) y retardada.

Estudios toxicoldgicos a largo plazo

Citohematologia completa, y de funcion hepatica.

Creatinina sérica, BUN, Urea

0O 0 0 0 O

Analisis de la funcion glomerular y tubular (NAG, histologia o inulina)

()

.- PRUEBAS EN LA MICROCIRCULACION

Andlisis de la oximetria capilar y tisular

0O O

Andlisis de la funcionalidad capilar
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TABLA III

PARAMETROS | REFERENCIA g:’istales REFERENCIA :I?nidén

Hb cristales iniciales modificacion | Hb-almidon iniciales modificacion
Hb gm/dL > 10 14.3 9.6 > 7 2.6 3.2
OHb gm/dL > 75 % 89.6 96.3 90 - 99 47 83
MHb gm /dL -15% 10.4 0.9 0.17 - 0.28 55.8 9.7
COHb gm/dL -5% -6 -0.2 1a7 3.1 1.4
RHb gm/dL -5% 6 3 3.8-6.4 -5.9 5.9
CO2V% 17 -21 % 5.8 12.9 22 -28 1.8 3.6
02 cap V% 80 - 100 % 19 13.3 80 - 100 % 1.6
sO2 V% 60 - 85 % 93.7 97 60 - 90 % 114.4 93.4
pH 6.3-7.3 6.5 6.2 7.29-7.41 6.038 6.49
Na mEq/L 145 129.8 128.6 132.3
K mEg/L 4.9 3.73 3.6 4.1
Cl mEqg/L 113 109.4 95 - 105 111.5
Calcio 545-5.9
viscosidad (cP) 3.83 54 5.0-6.0 3.8 4.75
PM daltons > 80 000 64 000 64 000 64 000 > 80 000
Pso 31 +/-6
Presion
oncoética 20-25
osmolaridad 290 - 310 156
LIMULUS Negativo Negativo

Chiron/diagnostics Rapid Lab 240 pH/blood gas analyzer.
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Starch-hemoglubin Induces Contra -tion on
Isolated Rat Aortic Rings
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ABSTRACT

Baclkground. Blood substitutes are being deveioped using molecular
solutions of modified free hemoglobin; however, anapivylactic
reactions, severe renal toxicily, and hypertension have be ‘n reported
in experimental models and human beings. Hypertension femains as
an obstacle to the clinical use of most blood substity:

8. Several
investipalors suggest that

this cffect is due 1o the interactinn belween
nitric oxide and iemogiobin into (he endothelial ¢ fls; hence.
prevention of hemoglobin extravasation would avoid v soconstric-
tion. The forms of hemoglobin likely (o prevent e

riavasation
nclude polymerized and encapsulated Hb. Another alie

ative and
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significantly jess expensive approach is the hydiuxyeth, | starch
Hb-polymei, The aim of the present study was to compare the effect
of lxydroxyc!hyl-starcin-hcmoglobm with that of stroma-fie hemo-
globin on the in vitro contractile activity of aortic rings isolated from
aduit male rats.  Methods. The hemoglobin-based oxygen carrier
was made using stroma free hemoglobin prepared from ouidated
human red celis and conjugated with 10% hydroxyethyl starch

- 200260 MW, The experiments were made in thoracic segments
of the aortic rings incubated with hemoglobin, starch-hemoglobin
or Ringer Krebs-Bicarbonate solution (RK ) during 30 min. Smooth
muscle contraction with phenylephrine and subsequent inkibition
of contraction with carbachol wcre performed before and after
incubation  with hemoglobin, starch-hemoglobin, or vehicle.
Resulis. {ncubztion with hemeglobin and starch-hemoglobin sig-
nificantly increused {he contractle response o phenylephrine of
aertic rings compared with REKB solution. The maximal response
to carbachol was significantly decreased in the aortic rings incubated
with cither hemoglobin or stairch-hemoglobin in cemparison with the
RKR-incubated tissucs. There were no differences between the aortie
rings incubated witl, either !:cmog!obin, or slarch-lmmogiobin.
Conclusions. These results show  that there are no differences
between the effects of  stroma-frec hiemogltobin  and starch-
hemoglobin on the in vitro contractile aciivity of aortic rings isolated
from adult male rats, Our findings do no: support the hypothesis that
an increase i the size of the hemoglobin molecule prevenis
hemoglobin extravasation, and (he censequent vascconstriction
due 1o the scavenging of nitric oxide by stroma free hemogiobin in
the cellular space between cadothelium and smooth muscle.

Key Wards: Blood subs(itute: Vasonctiviiy; Nitric oxide;
Hydroxyethylstarch,

INTRODUCTION

Substitution of red blood cells with soluble hemoglobin (Hb)-based
Oxygen is a challenge of modern medicine. Interest in the use of
nemoglobin as an oxXygen carricr was {iyst reported in the literature in
1934 when tetally exsanguinated sbeep were transfused with 4 solution
of hovine Hb (Amberson o al.. 1934),

in the late (19403), Aniberson et al. carried out unsuccessfu| Attemnts
At human  transtusion with Hb solutio: (Amberson ot gl 1949).
Anaphvlactic reactions (Amberson ¢ at, 1949), severe renal toxicity
{Brandt et al . 1951}, and hivpertension (Hess and Reiss, 1996) hive been

e e et e e e
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reported as side-effects of the use of Hb solution. Anaphyiactic rezciicns
and renal damage due te stroma-free ‘hemoglobin (SFH) have been
solved, but hypertension remains as an obstacle to the clinical use of most
blood substitutes.

In animal studies, Schultz et al, have observed that the administra-
tion of SFH increases both diastolic and systolic pressurcs, peaking
15-30 min after administration and returning to baseline ievels after two
hours (Shultz et al., 1993).

The mechanism involved in the hypertensive eilect of SFH is not
completely understood and several explanations have been proposed.
Most investigators suggest that this effect is due to the interaction
between nitric oxide {NO) and hemoglobin; unlike Hb i the red blood
cells, soluble Hb may be taken up by endothelial c2lls or enters the space
between these and smooth muscle and reacts with NO to form met-Hb
and NO-Hb (Sanders ct al., 1995).

Nitric oxide, aiso referred 1o as endothelial-derived relaxing factor,
1S a potent endothelial vasorclaxant that inhibits conversion of pro-
endothelin into the vasoconstrictor endothelin (Palmer et al., 1987). On
these grounds, prevention of Hb extravasation would aveid vasocon-
striction.

The forms of hemoglobin likely to prevent extravasation include
polymerized and encapsulated Hb This type of modification should
hinder extravasation, allowing nitric oxide to exert its physiologicai
vasorelaxant role.

In vitro studics on Hb-induced vasoactivity have shown that changes
of the Hb molecule cause hypertension that seems qualitatively and
quantitatively dependent on the type of modification performed (Rohlfs
et al.. 1698). Conversely, red cell and cellular liposome-encapsulated Hb
do not cause either vasoconstriction or hypertension (Rudolph et al.,
1997; Sakai ct al,, 1999).

‘The analysis of the literature on the different Hb molecules modified
and commercially developed suggests an inverse reiationiship between Hb
molecular size and the extent of the DICSSOr respe ase, an ctfect that could
be related to the dynamics of NG/Hb interactions (Bassange ct al., 1987).

Conjugation of Hb (o an inert material has been proposed as a means
to increase molecular size, an effect that has been achieved using
polyethyiene glyeol yielding a hemoglobin-based oxygen carrier (HBOC)
with reduced vasoactivity (Conover of al,, 1996; Nakai et al,, 1998). An
alternative to this approach is the hydroxyethyl sturch Hb-polymer.
which may be significantly less expensive to produce; however, its
potential role in promoting vasoactivity has not been explored .

g
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The aim of ithe present study was to compare the eflect of
hydroxyethyl-slarch-hemoglobin with that of stroma-frec hemoglobin

on the in vitro contractife activity of zortic rings iso ated from adult
male rats,

METHGDS
Hemoglobin Production and Puiification

Stroma-free hemoglobin (SFH) was prepared from sutdated human
red cells obtained from the blood Lank of the Card ology Hospital,
National Medical Center, Mexican Socia) Sccurity Insti ute.

Red blood cells (RBCs) were separated from whole blood by the
DcVeruio modified method (De Venuto ef al, 1977). I Cs were washed
three times with saline solution (0.9%) and hemolizec by stirrmg in
L.5vol of distilled water during 30;nin at 4°C. The hemc yzed cells were
then centrifuged at 4000 x g/30min at 4°C to yield a kerac globin solution
free of visible particulate matter. This solution was { l(ered through
surgical gauze, and inixed with 190 g of DEAE-52 celiulos. (Cheunget al.,
1984) in PBS, pH 7.5 for one hour. The SFH obtain d was fiitered
through a sterile .22 um Miliipore filter.

The purity of the product was verified by passing a niixture of SFH

C-300, and by analyzing the absorbance curves betwe n 540-573 nm

cen loaction of the
Sephadex column.

Totai Hb content and percentage of HbO,, met-Hb, and other
parameters were cvaluated with g IL282 Co-Oximetcr (Instrument
Laboratories, Lexington, Mass.) and are shown on Ta'le 1 The Hb
was filtered in 40 pm filter, and

was stored in scaled . ntainers in a
nitrogen atmosphere.

Starch-hemoglobin Preparation

The  hemoglobin-based OXygen carricr was made using  10%
hydroxyethyl  starch 200,000-260,000 hw BUEMOsL)  from
Fresenius, Bad Homburg, Germany (Smmn‘.:rrr:e;«cr et al., 1987

The covalent reaction was initiated by adding 0.3 ¢
chloride to >0g of hydroxyethyl starel al 10°C unde:
atmosphere for about 90min, during which e the pH we

of cyanogen
4 nitrogen
maintained

e e PO, s
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Tablo |, Characteristios of

the stroma-freec apng starcli - hemoglobin
breparations used in (he study: :

)

—_—

Paraimeters Stroma-frec hemoglobin Starch hemoglobin

I e
Hb (g/dL) 55158 1L.6+0.4

0, (%) 96.942.8 86.8413.0

COHb (%) . 0.6+0.0 ¢.9+09
Methemoglobin (V%) 1442 ] 45+14
O, ¢t 65433 [.5+1.1
S0, (%) 98.44 0.0 100,54 1.6
O, cap 67434 15412
RHb (%) 13409 0.840.4

e ——
Data are mean +S5.D. of four samples.

Mw Hb

Figure 1. Hp lane, SDS—polyacryl:lmidc gel clectrophoresis ol stroma-free
hemoglobin isolated by the selective DEAE-cellulos: absorption mcthod. Mw
tane, moleculyr weight markers

n5.0with 9.0 M NaOH (Cerny et al, 1982). This solution produced the
Cactvated sinpely and was allowed to stand overnight ay 4°C. Twenty-
five grams of the SFH solution were transferred to 100 mL of “activated
starch™ in iifrogen atmosphere Tor 90 mip ai room

emperature. To
reguiate the osmolurity the solution was [iltered ip 40 im dialysis

membrine wigl, I dialysis solution (5.7g Na(l, 3¢ de NaeHCO;,
028 ¢ e Cally, U30g de KCiy 0.15g de MgCl, OHLO /1Ly ut a:C
overnight, The purity of the starch-hemoglch

in solution wag verified as
mentoned Fg 1,

e
———
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Thoracic segments of the aorta were placed in Ringer Krebs-Bicarbonalc
solution (RKB) Compesition (mM): Nacyj, 11§: KCl, 43 CaCl,, 2.5;
MgSO4, 1.2; KH2P04, 1.2; NaHCOJ, 24; glucoss, 11 The thoracic aorta
was cleaned o[‘connective tissue and blood, and transvergy] rings 4-5 mm
long were obtained.

Each aortjc ring was placed in 4 5.0mL bagp with RK ;3 solution, pH
7.4, ar 370 and con!inuously Lassed with 95% 0,-3, CO,. The rings
were fixed by stainless steel hooks to the bottom of the tissue bath and (0 4
tension transducer {Grass, FT03) Connected e 4 polygraph (Grass, model
7B). Tissues vere stabilized under a 2 tension during a ¢g min period,
The RKB solution wag washed oyt every 10 min, Alter the Stabilization
period the 40rtic rings were stimulated with KCJ 60 MM prepared from
RKB by €quimolar substitution, of KCl by NaCl. Al tissues showing tywo
consecutive simjjyy responses to high K Cj were included jp the study.

Tissues were Contracted wijth phcnylephrino (]O‘('M), and whep
4 plateay was reached tissues were relaxed with Cdmuiative doseg
of carbacho] (108 1o IO“SM), in such a fashion that &very 10min the
consecutjve dose wag added to the bath, without Washing oy the
Previous ope, At the end of the carbacho] Curve, the solution in the bat}
was washed oy and replaced with fresh RKB, and the aortjc rings were
Incubated with hemoglobin (1.8 M, starch-hemoglobin (1.8 pM) o
RKB solutjon during 3p min. The schedule of Phenylephrine and
carbacho!? administratiop Was repeated aftor the incubation ime.

Tissue viability wag verified by high KCL stimulation a the end of
the eXperiments,

The dose of L8 M was sclected to perform CAperiments o the basis
of previous concentratxon-rcsponse curves post incubating with hemo.-
£lobin (0.3, 1.0 18,32 ang IO M), Four solutions of hemoglobin and
four of sturch—hemoglobin were prepared.

An acceptable eyel of melhemoglobin content (or oxidation State,
<53%) of the sohitions was vetified. Three SXPrHments wer. performe)
with each solution,

Data Analysis

The amplitude of fesponses was recorded. Relaxatioy AS Cxpresyed
as pereentage of the inhibition of the maxima;| Contracle I YeTeTon
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(phenylcphrinc iC’(’M). All results are Cxpressed as meap ol 10-12
€Xperiments +S.E.M. Each T was obtained fropn a different anifal, The
maximal response (Riax) and th: effective concentration 50 (ECsg) were
calculated with the Sigma pio 4.01 software, One-way“ analysis of
variance and Bonferroni multiple Comparison tesig were used to evaluate

~

Statistical differences, p 0.05 was considered significant.

R¥suLTs

The Contraction to phenylenly ina (Fig. 2) and the carbacho]»induccd
relaxation (data 1oy shown), perfc rmed prior to incubation did not show
any significant difference hetwee; Broups. Incubatjon with hemogiobin
and starch-hemoglobip nereased e contractile respopge te phenyleph-
rine of aoptic rings, as compared w h preincubation response (P<0.01).
Whereas aortic rings incubated wi 1 RKB solutjon scemed to display o
minor contractile responge Lo phe: ylephrine after incubation, however,
this difference WAS not significant (“ig. 2),

The maxima) fesponse to carl icho! WAS Minor in the aortic rings
incubgted with eithey hemoglobin . starch-heroglobin In comparison
with the RKB«incnbatcd tissues 7 =0.01: Tablc 2). There Were no

| PREINCUBATION
Vzzz; POSTINCUBATION

.

200[‘

160

CONTRACTION ™ PHENYLEPHRINE 10-6 M

%

R
. )
CONTROL

Figure 2, Contraction nds ~pd by phenyiopline (IO"("M) in rings of aorta

solated from adult male 1y Bars represe mean (i = 10-12) and <7 lines
Tepresent S E A PP <0.0] g Comtpared wig preincubation value,

ST T
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'T‘able 2. Relaxation Tesponse to rarbachol of aortic fings after Precontracticn
‘with phenylephrine 106 .

’

Previous incubation Maximal response ECs (1077 M)

Stroma-free Hemogiobin 40.43 42,7+ 1023428
Starch-hemoglobin 52.64+7.56% 4231247
Contro} (RKB) 79.68 4 1,84 3.98+0.43
g

Data are mean +S.EM.
*P <0.0] as compared with contro) incubation,

120
s
!P
2100
H
£ | )
& Bol- T—’*\\I T CONTROL
3 v
¥ s —&—
Z 60 /
w
w ’ / &~ HB.ALM
=z
Q 40 [» T 1
= R = |
%t j//ir'/l.
"L

—
10-8 10-6 . 10-5 .

CARBACHOL M)

Figure 3. Concentration TeEponse curves (o carbachol of rings of aorta isolateq

from aduiy male rais. Lines represent mean (n= 10-12) and -7 lines represent
S5.EM,

differences between the aortic rings incubated with either hemoglobin
Or starch-hemogiobin (Fig. 3). The ECsy of the relaxing response to
carbachol was stmilar in aj| groups (Table 2).

DISCUSsION

The resuits of the present Study show that the, are no diffcrences
between the effects of stroma-free hemogtobipg and slzn‘ch~hemoglobin
on the in vitro contractile activity of aortje rings isolyteg from adult
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malc rats., Therefore, ou
increase in the size of th,
CXtravasation and thus, th
nitric oxide by stroma-fre
endothelium and smooth muscle.

In support of this theory, and in contrast with the present findings,
Studies in a Langendor(f pérfusion model of rat hearts have shown that
polycthylene-glycol-hemoglobin kad smallcr vasoconstrictive effects than
unmodified hemoglobin (Nakai et al., 1998). The molecular weight of the
polyethylene-glycol preparation is about 90,000 Da, whereas that of ihe
starch-hemoglobin used in the present study was 200,600-260,000 Da_

On the basis of the molecular size hypothesis, it would be expected
that starch-hiemoglobin had a smaller vasoconstrictive effect than both
polycthylcne-glycol-hcmoglobi'n Or stroma-free hemoglobin. Studies with
reactive groups of nonheme Hb sites that may alsc interact with NO have
shown that ihe contribution of these nonheme sites to overall Hb-induced
vasoactivity appears to be negligibie when (he high-aftinity heme sites are
available for NO interaction (Jia et al,, 1996; Stamler et al, 1997). These
{indings suggest that in the starch-hemoglobin molecule assayed in the
preseat study, these high affinity heme sites may sull be available for
interaction with nitric oxide, which would explain the similarity in
vasoactivity between starch-hemoglobin and stroma-free hemoglobin,

Abassi et al. showcd that polyineric cross-linked hemoglobin, with
molecular size =360 KDa, increased blood pressure in a lesser extent than
native hemoglobin in a euvolemic rat model (Abassi et al, 1997). To
explain their findings the authors proposed that:

(1) Polymerization of hemoglobin may not entirely eliminate its
propensity to reduce the steady-state flux of nitric oxide toward
smooth muscle cells.

(2) Nitric oxide binding to hemoglebin in the finen will create a
diffusion gra ient that can theorciically divert more endothelial
nitric oxide toward the lumen, where it plavs only a partial role
in the regulation of vascular tene.

(3)  The reduction of local nitric ovide produced Ly iy, biuding to
cell-free hemoglobin can also increase endotl,oliy] peimeability,
reducing the selectivity for differently sized nemoglobins,
blunting the effect of size of the molecular speies.

This analysis shows the complexity of the procegeas involved in the
vascular tone regulation, since  stroma-froe and - starch-hemoulobin

gs de not support the hypothesis that kan’ '
hemoglobin molecule prevents hemoglobin -

asoconstriction due to the scavenging of '*
hemoglobin in the cellular spacs between the

bntfaiétfon ou isolated Rut Aortic Rings 557
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displayed simiiar eifects on the carbachol-induced relaxation in aortic
rings. .

Nitric oxide binding to rrous dcoxyhemoglobin has been proposed
to be the main mechanism r NO depletion. Deoxyhemoglobin has an
extremely high aflfinity for 1 itric oxide and although its concentration
relative to HEG; may be low, the absolute amount may be still sufficient
to bind the nitric oxide produced by endothelial cells (Vandergrilf and
Winslow, 1995). Kosaka et al. have shown that stimulation of NO
production in endothelial cell by cytokines produces significant amounts
of Hb-nitric oxide in vivo (K ssaka ei al,, 1994).

Binding to imethemoglol in (Hb'") and oxidation/reduction cycles )
have also been proposed as c: uses of nitric oxide consumpiion, although [
the alfinity of nitrie oxide or Hb* is o0 iow 1o be significant at !
physiological concentrations  Alayash et al., 1994), |

In the present study, the ncan concentration of methemoglobin (1.4 /
and 4.5 for stroma-free anc starch-hemogiobin, respectively) might
participate in the nitric oxide s avenging. On the other hand, Rohlfs et ai.
showed an inverse relationshi » betwoen the affinity of nitric oxide for
hemoglobin and the hyperten: ive response ef conscious rats after 50%,
hemodilution of intravascular olume, wiih several modified hemoglobin
molecules (Rohlfs et g » 1 98). These findings suggest that the f
mechanisms participating in i j» hypertensive 'esponse of stroma-free
or madificd hemoglobin are ne completcly understood.

Another factor that should be considered is tle viscosity of the
hemoglobin solution Tsai 2t al. have shown that normaj levels of tissue
perfusion could be obtained di ing extreme hemodilution whep plasma
Viscosity is increased by the addition of high molecular weight dextran to
tite blood volume replacement fuid, an effect that could not be obtained
with a lower vIscosity solution (Tsaj et al., 1998).

Shear stress is a direct funciion of viscosity. Studies of large conduit
arteries have shown g direct relation between the viscosity of the
perfusion solution or blood anc vesse] diameter ip various experimental
conditions, suggesiing that an ‘ncrease in shear stress, at the lumen
surface of the vesser, s the stimu us needed for the enhanced production
ol the factor(s) eliciting vasc lilation (Melkumyants ot al., 1989;
Tesfamariam and Halpern 1987

Analysis of the relaticnshing between Tow, ViSCosity, and shear stress
in cremaster muscele arterioles from raty aas shown that increases in shear
stress due 1o the increases in viseesity of the perfusion fluid resulted n
arteriolar dilation similar to that caused by increases in (Tow velocity, that
this dilation was cndothclium-dcpcndzmt, and thai it may be mediated by
prestaglanding or nitric oxide (Fr agos et al, 1995 Koller ot al., 1993,
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Thus viscosity, flow, shear stress, and the production of vascdilators arc
closely related and should be considered in the design of hemoglobin-
based oxygen carriers (Intaglietra, 1999).

In the present study, flow and the consequent shear stress are absent,
therefore the stimulus required to induce endothelial production of nitric
oxide is not present, which would result in a poor relaxation of the aortic
rings. The present study is basically an experimental investigation,
therefore it is difficult to draw clinically relevani conclusions, and more
studies arc needed to clarify the phenomena leading to the hypertensive
effect of hemogiobin-based oxygen carriers.

Several questions remain unsolved. May the scavenging of nitric
oxide by starch-hemoglobin be compensated by an increase of viscosity
ol the oxygen carrier? Do hemogiobin-based oxygen carrying blood
substitutes have adequate viscosity to mainiain endothelial shear stress
necessary to stimulate the production of nitric oxide? [n this context, new
formulations of hemoglobin-based oxygen carriers that enhance viscosity

- by increasing either the molecular weight or molecule size may he devised
by substituting valine and Jeucine residues by tryptcphan in the heme
groups of hemoglobin to avoid nitric oxide scavenging withcut modifying
oxygen affinity (De Witt et al., 1997).
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