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Resumen

Las necesidades hospitalarias de sangre obtenida a través de las donaciones y
de los productos derivados de esta, han promovido la busqueda de
compuestos capaces de realizar las funciones de las células sanguineas. Con
esta finalidad han surgido una amplia variedad de compuestos sintéticos o
semisintéticos fruto de diversas investigaciones. La mayoria de esfuerzos han
ido dirigidos a sustituir a los eritrocitos, el tipo celular mas transfundido y con
mayor uso en la actualidad, habiendo dos clases principales de sustitutos: los
HBOC (transportadores de oxigeno basados en la hemoglobina) y los basados
en emulsiones de perfluorocarburos. Dentro de cada grupo nos encontramos
con un gran namero de productos con caracteristicas distintas que han sido o
estan siendo sometidos a ensayos clinicos para la evaluacion de seguridad en
el consumo humano. Tampoco debemos obviar el segundo tipo celular
sanguineo mas utilizado tanto para transfusiones como para producir
hemoderivados, las plaguetas, cuyas investigaciones son mas recientes y no
han avanzado tanto. No obstante, también hay ciertos productos que pueden
emular su funcion.

Palabras clave: sustitutos de la sangre, HBOC, sustitutos de eritrocitos
basados en emulsiones de perfluorocarburos, productos sustitutivos de
plaquetas, alternativas transfusionales.

Resumo

As necesidades hospitalarias de sangue obtida a través das doazons e dos
produtos derivados desta, promoveron a bisqueda de compostos capaces de
realizar as funcions das células sanguineas. Con esta finalidade xurdiron unha
ampla variedade de compostos sintéticos ou semisintéticos froito de diversas
investigaciéns. A maioria de esforzos foron dirixidos a substituir aos eritrocitos,
o tipo celular mais transfundido e cun maior uso na actualidade, habendo duas
clases principais de substitutos: os HBOC (transportadores de oxixeno
baseados na hemoglobina) e os baseados en emulsiéns de perfluorocarburos.
Dentro de cada grupo atopamonos cun gran namero de produtos con
caracteristicas distintas que foron ou estan sendo sometidos a ensaios clinicos
para & avaliacion de seguridade no consumo humano. Tampouco debemos
obviar o segundo tipo celular sanguineo mais utilizado tanto para transfusions
como para producir hemoderivados, as plaquetas, cuxas investigacions son
mais recentes e non avanzaron tanto. Non obstante, tamén hai certos produtos
que poden emular a sua funcion.

Palabras clave: substitutos ao sangue, HBOC, substitutos de eritrocitos
baseados en emulsions de perfluorocarburos, produtos substitutivos de
plaquetas, alternativas transfusionais.

Abstract

Hospital needs for blood obtained through donations and blood products have
promoted the search for compounds capable of performing the functions of
blood cells. To this end, a wide variety of synthetic or semi-synthetic
compounds have emerged as a result of various investigations. Most efforts




have been directed towards replacing erythrocytes, the most widely used and
transfused blood cell type today, with two main classes of substitutes: HBOCs
(hemoglobin-based oxygen carriers) and perfluorocarbon emulsions based
ones. Within each group we find a large number of products with different
characteristics that have been or are undergoing clinical trials for the evaluation
of safety in human consumption. Nor should we ignore the second most
commonly used blood cell type for both transfusions and blood products,
platelets, whose research is more recent and not so advanced. However, there
are also certain products that can emulate its function.

Keywords: blood substitutes, HBOC, erythrocytes substitutes based in
perfluorocarbons emulsions, platelets substitutive products, transfusion
alternatives.




1. Introduccién

La sangre humana es un tejido conjuntivo especializado constituido por
elementos formes (Figura 1) suspendidos en un componente liquido (matriz
extracelular) conocido como plasma sanguineo. Entre sus principales funciones
destacan: el traslado de nutrientes desde el sistema digestivo al resto de
células del cuerpo, el transporte de las sustancias de desecho provenientes de
las células del cuerpo a 6rganos especificos para su eliminacién, asi como el
reparto de metabolitos, productos celulares y electrdlitos. También se encarga
del transporte de oxigeno desde los pulmones a las células y de movilizar el
CO; para su eliminacion. Ademas tiene un papel importante en la regulacion de
la temperatura corporal y actda como transporte de los leucocitos a traves de
los tejidos.
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Figura 1. Elementos formes de la sangre.

1.1. Componentes de la sangre

1.1.1. El plasma sanguineo

Es un fluido amarillento en el que estan suspendidos o disueltos elementos
formes, compuestos organicos y electrolitos. Su componente principal es el
agua, que representa el 90% de su volumen, seguida por las proteinas, que
constituyen el 9%. El 1% restante lo constituyen las sales inorganicas, iones,
compuestos nitrogenados, nutrientes y gases.

1.1.2. Elementos formes
Eritrocitos

Son las células de mayor numero en la sangre. Su funcion principal es el
transporte de O, a todas células del cuerpo y la recogida de CO; proveniente
de estas para su eliminacion. Su capacidad para el intercambio de gases esta
determinada por su forma de disco bicncavo que le proporciona una mayor
relacion superficie/volumen. Estas células pierden el nucleo durante su
desarrollo y tampoco tienen organulos, aunque si que poseen enzimas
disueltas en su citoplasma con funciones especificas para el intercambio de




gases. Los eritrocitos poseen grandes concentraciones de hemoglobina, una
proteina formada por cuatro cadenas polipeptidicas que se unen a un grupo
hemo (Figura 2). La localizacion de este grupo con respecto a las cadenas es
la que posibilita la unién con la molécula de O,, siempre y cuando la presion
parcial de O, sea elevada (oxihemoglobina). En las partes del cuerpo donde la
presion parcial de O, es reducida sucede el fenbmeno contrario, uniéndose la
hemoglobina al CO, (carbohemoglobina). Un aspecto importante sobre estas
células es la presencia en la superficie extracelular de su membrana plasmatica
de cadenas de carbohidratos especificas y hereditarias, las cuales actian
como antigenos conformando el grupo sanguineo de una persona. Los
antigenos A y B determinan los cuatro principales grupos sanguineos A, B, AB
y 0 (ausencia de antigenos A y B). Si una persona recibe una transfusion de
sangre con el o los antigenos ausentes en sus eritrocitos, su sistema
inmunitario producird anticuerpos que identificaran al antigeno como un agente
extrafio para el organismo y, al cabo de un tiempo, llevaran a la lisis de los
eritrocitos transfundidos (rechazo). En las transfusiones sanguineas en la que
se empleen este tipo de células, otro aspecto fundamental a tener en cuenta es
el grupo Rh, el cual es mucho mas complejo que el anterior debido a que esta
formado por més de dos docenas de antigenos. Tres de ellos (C, Dy E) son
muy comunes en nuestra especie y las personas que los poseen son los
denominados Rh+. De modo que los individuos que no los posean seran Rh-.
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Figura 2. Estructura molecular de la hemoglobina.
Leucocitos

Son células cuya principal funcion es la defensa del organismo frente a
sustancias 0 agentes extrafios. Se encuentran en mucho menor nimero que
los eritrocitos y no realizan su funcion en el circuito sanguineo, el cual solo
utilizan como vehiculo para desplazarse por el organismo. Una vez en la zona
donde van a actuar, estas células realizan un proceso denominado diapédesis,
por el cual abandonan el torrente sanguineo pasando entre las células
endoteliales, llegando a espacios del tejido conjuntivo donde llevaran a cabo su




funcién. Dentro de los leucocitos tenemos dos grandes grupos: los granulocitos
y los agranulocitos.

Los granulocitos presentan 3 subgrupos diferenciados por su color tras su
tincion:

Neutrofilos. Son los leucocitos mas numerosos. Su funcion principal consiste en
fagocitar patdégenos para posteriormente destruirlos mediante las sustancias
contenidas en sus granulos.

Eosinofilos. Poseen granulos especificos con una region interna y otra externa,
asociandose con reacciones alérgicas, infecciones parasitarias e inflamaciones
cronicas.

Basofilos. También tienen granulos especificos con diferentes sustancias,
participando en reacciones de hipersensibilidad y anafilaxia.

En los agranulocitos, se pueden distinguir dos subgrupos:

Linfocitos. Son también abundantes dentro de los leucocitos y estan
clasificados en tres grupos segun su funcion. Los de tipo B, tras su
diferenciacion, dan lugar a células plasmaticas que producen anticuerpos sin la
necesidad de contactar directamente con el antigeno. En cambio, los de tipo T
necesitan contactar directamente con el antigeno (células T citotdxicas) para su
eliminacién. Estos ultimos a su vez pueden actuar como mediadores en
distintos procesos inmunitarios (cé€lulas T colaboradoras y reguladoras). Una
vez transcurrida la respuesta inmunitaria ante un determinado patégeno,
algunos linfocitos de los grupos B y T se diferencian en células memoria, cuya
funcion es producir una respuesta mas rapida y eficiente ante una futura
infeccion. El dltimo grupo esta formado por las células NK, las cuales pueden
destruir células, anteriormente marcadas por las células T colaboradoras y
reguladoras, que posean algun tipo de alteracion mediante la liberacion de
enzimas como las perforinas y las granzimas.

Monocitos. Son las células de mayor tamafio de la sangre. Cuando la
abandonan hacia los espacios del tejido conjuntivo para llevar a cabo su
funcion reciben el nombre de macréfagos. Sus principales funciones son: la
fagocitosis de sustancias particuladas que el organismo no necesitay la
sintesis de citocinas, las cuales participan en procesos inmunitarios e
inflamatorios.

Plaguetas

Son pequeiios fragmentos en forma de disco y anucleados de megacariocitos
de la médula ésea. Actian en caso de lesion, bloqueando la zona de
hemorragia al unirse al endotelio de los vasos sanguineos (1).

1.2. Terapia transfusional y donaciones de sangre

El uso por excelencia de la sangre como terapia médica son las transfusiones.
La sangre extraida en las donaciones se puede usar directamente, pasando los
respectivos controles de seguridad para la comprobacién de que no va suponer
ningun riesgo para el receptor (sangre total). Sin embargo, la estrategia mas




eficiente y utilizada es la separacion de la sangre en distintas fracciones para la
transfusion del componente o componentes que el paciente necesite. Las
distintas fracciones en las que la sangre total es separada son:

Paquete globular. Contiene todos los globulos rojos junto con una pequefia
parte de plasma, plaquetas y leucocitos no funcionales. El trasplante de esta
fraccion es la mas utilizada para los pacientes que necesiten incrementar su
namero de eritrocitos, posibilitando el correcto transporte de oxigeno a sus
células.

Plasma fresco congelado. El plasma, una vez separado, se congela a -30°C
antes de transcurrir 6 horas para conservar la funcionalidad de todos los
factores de coagulacién durante un periodo estimado de un afio. Su transfusion
debe de ser inmediata después de la descongelacion, sino los factores de
coagulacion perderan su funcionalidad.

Crioprecipitado. Es muy similar a la anterior. Su descongelacion se realiza de
forma lenta con temperaturas de 1-6°C o con un microondas especial destinado
a este propésito. Se usa para tratar deficiencias en los factores sanguineos
contenidos en el plasma asi como en el tratamiento de pacientes que padecen
de hemofilia A.

Plaquetas. Su uso ha aumentado en los uUltimos afios para el tratamiento de
pacientes que sufren algun tipo de cancer hematolégico o linfatico o de
pacientes con sangrado activo que tengan una produccién insuficiente de
plaguetas (trombocitopenia). Tras su separacién, se almacenan en sistemas
plasticos donde se preservan hasta 72 horas en agitacion con anticoagulantes

(2).

Todos estos componentes se separan por técnicas de aféresis. La técnica
utilizada recibe un nombre distinto segun el componente: plasmaféresis,
eritroféresis y tromboféresis.

La realizacion de transfusiones es un proceso rutinario en cualquier hospital y
su importancia es vital en muchos procedimientos médicos diarios. Debido a
esto, es imprescindible disponer de informacién que nos permita conocer y
evaluar su utilizacion facilitando la toma de decisiones, siendo necesaria la
existencia de un numero de donantes suficiente para mantener las reservas
hospitalarias.

Con respecto a esto Ultimo, el numero de donaciones en Espafia del 2011 al
2014 experiment6 un descenso, aumentando posteriormente en 2015 (Tablal).
La mayor parte de las donaciones (97%) provienen de la sangre total,
separandose posteriormente en las distintas fracciones. En cambio, las
donaciones en las que se separan directamente los componentes sanguineos
por aféresis son minoritarias (3).




2011 2012 2013 2014 2015 % variacion
Donaciones SC 1735316 | 1702768 | 1647420 | 1621707 | 1.651.074 1,81
Donaciones Aféresis 61.379 53.039 50,677 54601 55.899 2,38
Total Donaciones 1796695 | 1755807 | 1698097 | 1676308 | 1.706.973 1,83
indice de Donacién 39,08 38,16 36,16 3621 36,90

Tabla 1. Nimero de donaciones en Espafia desde el 2011 al 2015 (3).

Los componentes mas trasfundidos son a su vez los més obtenidos de acuerdo
con su demanda hospitalaria (Tablas 2 y 3).

2011 2012 2013 2014 2015 PN
CH (U) 1691365 | 1672095 | 1613075 | 1586106 | 1.607.859 1,37
PQ (U) 1023868 | 966394 952 607 957 811 982.881 2,62
PFC (L) 455779 445938 430414 434214 432227 0,46

Tabla 2. Principales componentes sanguineos obtenidos. CH (concentrado de
eritrocitos), PQ (Plaquetas) y PFC (plasma fresco congelado) (3).

2011 2012 2013 2014 2015 D""z(‘;'fﬂgg;%"

sC (U) 93 95 123 55 107 94,55
CH () 1578316 | 1.578.032 1.531.749 1489696 | 1.512.697 1,54

PQ (DT Adulto) 193496 192.326 192.592 193.347 198.464 2,26
PFC (U) 210.490 199.036 186.537 185.695 183.248 1,32
Criop (U) 1.930 1557 1.901 1.868 1.271 -31,96
i_'l‘:]i“ ol 3433 3430 3262 32,18 32,70

i s | as | 4> | 4u

El':,%igf_lzr cUx 4,58 4,33 3.97 4,01 3,96

|2’3%i§ilg}' it 0,04 0,03 0,04 0,04 0,03

Tabla 3. Principales componentes transfundidos. SC (componentes sanguineos), CH
(concentrado de eritrocitos), PQ (plaquetas), PFC (plasma fresco congelado) y Criop
(Crioprecipitado) (3).

En cuanto al sistema de donantes de sangre en Espafia, en el afio 2015 existia
una base suficiente para mantener la red de transfusiones, con un nimero
medio de donantes activos de 25,52 por 1000 habitantes (3). Pero esto no
sucede a nivel global, debido a este motivo los cientificos se han interesado por
nuevas alternativas a las terapias convencionales.




2. Objetivos

Los inconvenientes y problemas asociados a la terapia transfusional
convencional tales como: el rechazo sanguineo tras la transfusion, la sangre
como vector de diversos virus y bacterias patégenas, la corta vida util de
muchos productos hemoderivados y la escasez de donaciones, han conducido
al desarrollo de alternativas a la sangre natural. En este sentido, los objetivos
planteados en la presente revision bibliografica han sido:

1- Conocer los tipos de sustitutos existentes

2- Aportar datos concretos de cada producto

3- Mostrar los distintos avances que se han hecho en este campo
4- Estudiar el estado de las investigaciones

3. Material y métodos

Para la busqueda de informacion sobre alternativas médicas a la sangre natural
se emplearon diversas bases de datos (Scopus, Web Of Science y PubMed
central). En dicha busqueda, se emplearon diversas palabras clave
relacionadas obteniendo un gran niumero de resultados de busqueda.
Posteriormente se seleccionaron los articulos cuya informacion se consideré
mas relevante. Los articulos utilizados se mostraran en el apartado de la
bibliografia.

4. Resultados y discusion

4.1. Perspectiva historica

Los primeros intentos por obtener un producto que tuviese la misma funcién
gue un componente sanguineo se realizaron a principios del siglo pasado pero
no fue hasta la década de los 80, tras la crisis del VIH, cuando el interés
cientifico por encontrar sustitutos de la sangre se disparé, ya que los productos
sanguineos utilizados en las transfusiones podian ser un foco de infeccién
importante. Esto ultimo, sumado a la falta de reservas, las dificultades para el
almacenamiento y transporte y el alto coste que todo esto supone, ha hecho
gue la investigacion en este campo sea muy prolifica. Hasta la fecha varios
productos han sido sometidos a ensayos preclinicos y clinicos pero ninguno de
ellos cuenta con la aprobacion de la FDA (Food and Drug Administration) de los
Estados Unidos (4-6).

4.2. Sustitutos de la sangre

Comunmente en la terapia transfusional, la sangre se divide en fracciones cada
una con una utilidad especifica. EI mismo principio es aplicado a los sustitutos
de la sangre, clasificandose los productos en funcion del componente celular al
gue sustituyen.

4.2.1. Sustitutos de los globulos rojos

La funcion que tratan de conseguir es la misma que la de estas células
sanguineas, el transporte eficiente de O, a los tejidos. Dentro de este gran




grupo, existen varios tipos de sistemas basados en compuestos distintos que
pueden lograr esta funcion: sistemas basados en la hemoglobina (HBOC) y
sistemas basados en emulsiones de perfluorocarburos (PFC). Pero antes de
hablar de ellos, se mencionaran las caracteristicas que un sustituto ideal de
eritrocitos deberia tener (7):

1. Ser un producto seguro para el uso humano

2. Ser universal para todos los grupos sanguineos

3. No ser susceptible a la contaminacion por microorganismos

4. Ser capaz de transportar oxigeno a traves del cuerpo y liberarlo donde
sea necesario

5. Ser estable tanto en circulacion como en almacenamiento,
proporcionando un efecto prolongado durante su aplicacion y tiempos de
almacenamiento largos

4.2.1.1. HBOC

Son sistemas derivados de la hemoglobina humana o bovina (extraida
mediante lisis celular y purificada por filtracion y técnicas cromatograficas).
También es posible utilizar hemoglobina recombinante, siendo el sistema de
expresion de la bacteria Escherichia coli el mas estudiado. Mediante este
método de produccidén de hemoglobina es posible realizar mutaciones
especificas de sitio para mejorar las funciones de esta. Sin embargo, debido al
bajo rendimiento de expresion y al alto precio que este proceso supone, no es
lo mas habitual (8). El producto aplicado puede ser una suspension libre de
células, hemoglobinas modificadas quimicamente o hemoglobinas
encapsuladas.

Suspensiones libres de células

La hemoglobina es suspendida en una solucion salina introducida
intravenosamente, la cual no presenta antigenicidad; ademas no es
obstaculizada en su paso a través de las membranas plasmaticas. Sin
embargo, este producto cuenta con varias desventajas que pueden ocasionar
graves dafos en el organismo. Tiene un bajo tiempo de residencia en
circulacién debido a su rapida disociacion. Las formas disociadas pueden
unirse a las inmunoglobulinas del plasma por lo que sufriran una rapida
eliminacién en el reticulo endoplasmatico de las células del bazo, rifidn e
higado, produciendo toxicidad en estos 6rganos. También tienen una baja
eficiencia ya que la ausencia 2,3-difosfoglicerato (molécula que facilita la
liberacién de O, a los tejidos) hace que sélo sean capaces de transportar un
5% de O, a los tejidos a la presion parcial habitual a la que se ven sometidos
los globulos rojos (4). Por otra parte, el pequefio tamafio de las moléculas de
hemoglobina, provoca que estas difundan a la region subendotelial de los
vasos sanguineos secuestrando NO (molécula con funcién vasodilatadora),
resultando en problemas cardiovasculares. Otro efecto secundario que estas
suspensiones ocasionan es el aumento de la presion coloidosmotica, el cual
produce que los fluidos penetren en el espacio vascular alternando su balance
(9). Los experimentos realizados durante la primera mitad del siglo pasado con
estas suspensiones fueron el punto de partida de numerosas investigaciones
encaminadas a resolver los problemas presentados por este producto.




Hemoglobina modificada quimicamente

Con el propdésito, antes mencionado, de solucionar los problemas ocasionados
por las suspensiones libres de células, se realizaron varias modificaciones
quimicas de distinto tipo en la hemoglobina (Figura 3).
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Figura 3. Los tres tipos de modificaciones quimicas mas comunes aplicadas a la
hemoglobina para mejorar su funcion como HBOC (6).

Una practica muy extendida fue el entrecruzamiento intramolecular de
hemoglobina, con el fin de prevenir la disociacion del tetrdmero de esta
molécula y consiguiendo a su vez reducir su afinidad por el O,, aumentando su
eficiencia en el reparto de este a los tejidos. Usando diaspirina como agente de
entrecruzamiento, se entrecruzaron las subunidades a de la hemoglobina
humana mediante un proceso de acilacion, creando un producto que Baxter
Healthcare corporation bautiz6 como HemAssist. Durante los ensayos clinicos,
este compuesto mostré un incremento en la circulacién de hasta 12 horas y los
ensayos clinicos avanzaron por las fases | y Il sin mostrar ningun efecto
adverso, salvo el aumento de la presién sanguinea. Durante los ensayos de
fase I, se evidenci6 todavia mas este problema. Estos ensayos también
mostraron un incremento de la resistencia sistémica vascular en los pacientes
que habian sido sometidos a dosis mas altas (1,5 g de hemoglobina/kg),
causando un aumento de la mortalidad del 72% comparado con las
suspensiones libres de células. Debido a esto, los ensayos clinicos cesaron en
1998. Otro compuesto que se creo siguiendo la misma metodologia fue Optro
de la casa comercial Somatogen. Este producto era similar al anterior con las
Unicas diferencias del uso de glicina como agente de entrecruzamiento y del
origen recombinante de la hemoglobina, la cual fue producida en Escherichia
coli. Esta hemoglobina llevaba una mutacion consistente en la sustitucion del
aminoacido Asn-108 de las dos cadenas [3 por el aminoacido Lys, lo que
provoca que la presion parcial de O, sea la suficiente como para conseguir la
saturacion de la hemoglobina en un 50% (Pso), reduciéndose la excesiva
afinidad de la hemoglobina por el O,y permitiendo asi un reparto mas eficiente
a los tejidos. Los ensayos clinicos en humanos avanzaron hasta la fase Il
donde se observaron riesgos de parada cardiaca y mortalidad altos (4, 8).

Usando reactivos bifuncionales de entrecruzamiento se crearon polimeros de
hemoglobina con el proposito de reducir la presion colidosmotica y de aumentar
su tamafio para prevenir su rapida excrecion, incrementandose su vida media
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en circulacién. Empleando glutaraldehido como reactivo de entrecruzamiento la
empresa Biopure corp. cred polimeros de varias tallas con hemoglobina
purificada de origen bovino. Para eliminar la hemoglobina no polimerizada y los
polimeros que no tenian el suficiente peso molecular fue necesario un
procesamiento post-reaccion. Este nuevo compuesto recibio el nombre de
Hemopure (8). En los ensayos preclinicos y en los programas de investigacion
pertinentes a su evaluacion como farmaco seguro, este compuesto demostro
un transporte de oxigeno eficaz a los tejidos. Debido a que un producto similar
fabricado por la misma empresa (HBOC-201) ha mostrado efectos secundarios
en humanos, tales como aumentar la presion arterial y la disminucion del ritmo
cardiaco, Hemopure no cuenta con la aprobacion clinica de la FDA (10). Sin
embargo, este mismo compuesto si que cuenta con la aprobacion del gobierno
de Sudéafrica para uso clinico como tratamiento contra la anemia aguda (11).

Otro polimero de hemoglobina usando glutaraldehido como agente de
entrecruzamiento es PolyHeme sintetizado por la empresa Nortfield Labs. La
principal diferencia con respecto al anterior es que la hemoglobina utilizada
para su fabricacion es de origen humano (8). Los ensayos clinicos (Tabla 4)
con este producto han avanzado hasta la fase Ill y han comprobado que
reducen la necesidad de sangre aléctona en el tratamiento de traumas
asociados con pérdidas de sangre pero también evidencio ciertos efectos
secundarios. Cerca del 93% de los participantes en estos ensayos presentaron
fiebre, anemia y/o desequilibrio electrolitico (12).

Patient Population Control Dosage HBOC Dosage Physiologic Effects Treatment Effects

Surgical/Trauma Patients™  Allogeneic PRBC transfusion in=21). Upto 617"  None reported Maintained total [Hb]. but not RBC [Hb)
(n=23), PRN

Trauma Patients™ Historical controls, declined in=171), Up to 20U None reporied Maintained total [Hb], but not RBC [Hb)
transfusions

Trauma Patients> Standard hemorrhagic shock (n=279), Upw 6L None reporied T cardiac adverse effects
resuscitation fluids” (n=307), PRN =+ PRBC use

Tabla 4. Ensayos clinicos realizados con PoliHeme (12).

El glutaraldehido no es el Unico reactivo utilizado para la formacion de estos
compuestos. La empresa Hemosol ha desarrollado un polimero de
hemoglobina con o-rafinosa como agente de entrecruzamiento, HemoLink.
Aunque los ensayos con este farmaco llegaron a fase lll, se cancelaron en
2003 por ser causante de efectos cardiacos adversos (4).

En general, la mayoria de los transportadores de O, artificiales constituidos por
hemoglobina polimerizada reportaron en sus ensayos clinicos unos mayores
riegos de hipertension transitoria, dafio organico debido a la constriccion
vascular, disfuncion o malestar gastrointestinal, nefrotoxicidad y aumento de la
mortalidad en mayor o menor medida segun el compuesto.

Otra forma de modificacion quimica es la conjugacion, que consiste en la union
de polimeros inertes a la superficie de la hemoglobina. El polietinelglicol (PEG)
es el polimero méas usado con este fin ya que presenta baja toxicidad y baja
inmunogenicidad y antigenicidad. Esta comun modificaciéon en la industria
farmacéutica esta encaminada a aumentar el peso molecular de la
hemoglobina de modo que al no disociarse tan rapidamente, se aumenta su
vida media en circulacion y se reduce la toxicidad en los 6rganos encargados
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de eliminar los productos disociados (13). Existen varios productos a base de
hemoglobina conjugada con PEG. El primero es Hemospan, fabricado por
Sangart In. Este producto es elaborado mediante la conjugacion de
hemoglobina humana con maleimida-PEG. Los ensayos en animales y los de
tipo 1 y Il en humanos muestran una eficiente entrega de O, a la par que se
aumenta la vida media del producto en circulacion (6). Los resultados de un
ensayo multicentro con el mismo producto en pacientes sometidos a cirugias
ortopédicas severas, en el cual se probaron dos dosis (250ml y 500ml),
parecen indicar que este producto es seguro para la administracion en
humanos pero se necesitan mas estudios que confirmen esta afirmacion (14).

Otro compuesto sintetizado por pegilacion, pero en este caso con hemoglobina
de origen bovino, es PEG-Hb del laboratorio Enzon inc (4). En los ensayos en
ratas, los resultados indicaron que esta modificacion aumenta la persistencia
en sangre de este sustituto con respecto a las suspensiones libres de células y
facilita la oxigenacion de los tejidos (15). Los estudios realizados en cerdos con
condiciones letales de anemia, indicaron que este producto ayuda a preservar
la vida de estos animales (16). Los ensayos en humanos avanzaron hasta la
fase IB pero cesaron hace mas de 20 afios debido a que causaba problemas
cardiovasculares y renales (4).

Estos productos conjugados no resuelven del todo el problema del secuestro
de NO, aunque si que es cierto que lo limitan debido a que esta modificacion
aumenta el tamafio de las moléculas, reduciendo la posibilidad de que salgan
de los vasos sanguineos. Pero si el producto consiguiera abandonar el torrente
sanguineo, se podria producir el secuestro del NO ya que la pegilacién no
puede cambiar la afinidad de la hemoglobina por este compuesto. Las posibles
soluciones a este problema que se estan evaluando son: asociar varias
moléculas de PEG para limitar la extravasacion, modificar la molécula de
hemoglobina para transformarla en un transportador de NO mediante la S-
nitrosilacion de sus residuos de cisteina y hacer mas parecido el compuesto a
la célula que intenta emular mediante su entrecruzamiento a enzimas
presentes en los glébulos rojos, como son la catalasa y la superdxido
dismutasa (4, 17).

Hemoglobinas encapsuladas

Muchos de los problemas causados por los anteriores productos evidenciaron
la importancia de la estructura celular en el transporte de O,. De este modo
muchos investigadores se han centrado en la forma de emular a los glébulos
rojos mediante la encapsulacién de los HBOC de forma similar a como aparece
la hemoglobina en estas células (Tabla 5).
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Encapsulated Hb

Materials used

Representative
design names

based HBOCs

Polymer shell
encapsulated Hb

PLA-PEG Micro- or Nano-corpuscie

Hb encapsulated within
Collodion (nitro-cellulose)
membrane bound or PEG-

PLA polymer membrane

bound micro- or
nanoparticles

Artificial Hb
Corpuscle

DPG: dephosphoglycerate
SOD: Superccade dismutase g
CAT: Catalase

CA: Carbonic anhydrase

Polymer shell
encapsulated Hb

Hb encapsulated along
with various redox
enzymes within Collodion
or PEG-PLA based
membrane bound micro-
or nanoparticles

Artificial Hb
Corpuscle

Hb encapsulated within
sub-micron size lipid
vesicles (liposomes) and

PEG-ylated liposomes (i.e.

‘Stealth’ liposomes)

Liposome-
encapsulated Hb
(LEH), ‘Nechemocyte’,
‘TRM-645 Neoc Red
Cells’, Hb Vesicles
(HbV) etc.

Liposome encapsulated Hb

T

Amphiphilic Block
copolymer

Hb encapsulated within
sub-micron size polymeric
vesicles (Ipolymersomes)

made from amphiphilic

block copolymers like
PEG-PBD, PEG-PLA,
PEG-PCL etc.

Polymersome
Encapsulated Hb
(PEH)

-

Polymersome
encapsulated Hb

Tabla 5. Comparacion entre los distintos HBOC basados en hemoglobinas encapsuladas

4).

Durante los primeros intentos, en los afios 50, se usaron nitrato de celulosa,
nylon, gelatina, goma arabiga y otros compuestos, los cuales actuaban como
membranas semipermeables. Los compuestos creados de esta forma
presentaban dos principales problemas: la talla de la particula para su correcto
flujo por la sangre y la biocompatibilidad. Con el objetivo de solucionar estos
problemas surgieron las hemoglobinas encapsuladas en liposomas (LEH), las
cuales estaban constituidas por hemoglobinas envueltas en una membrana de
fosfolipidos y colesterol que actia de manera similar a la membrana celular.
Una gran ventaja con la que cuentan es la incorporacion, en el interior de esta
membrana, de enzimas que aparecen en los eritrocitos con el propdsito de
crear el ambiente idéneo para el correcto funcionamiento de la hemoglobina en
el intercambio de gases. Estos liposomas, al ser mas pequefios que los
glébulos rojos, pueden llegar a los tejidos afectados por la isquemia
(disminucion del flujo sanguineo arterial en una determinada zona) y realizar el
intercambio de gases con ellos. Para intentar aumentar la vida en circulacién
de estas vesiculas, ya que cuando son expuestos a un estrés hidrico se
deforman o se destruyen, se llevo a cabo la modificacion de su superficie con
PEG (18, 19). El producto que ha tenido mas relevancia en investigacion
siguiendo esta base es Neo Red Cell de Terumo corp. cuyos ensayos en
animales han resultado exitosos, aumentando la vida a corto plazo en perros
gue sufrian anemia norvomolémica crénica. También se ha visto que en ratas
ayuda a reducir el tamafio de los infartos cerebrales. Los ensayos in vitro en
células de sangre humana muestran que este compuesto interacciona con los
neutroéfilos y por lo tanto su vida media en circulacion, al contrario de lo
esperado, sigue siendo reducida, ademas de producir radicales superoxido que
pueden ser muy perjudiciales para la salud (20-22).
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Las siguientes investigaciones fueron encaminadas a reducir la cantidad de
lipidos de la membrana de la vesicula, siendo sustituidos por polimeros
biodegradables. De esta manera se encapsulé polihemoglobina (varias
moléculas de hemoglobina asociadas mediante entrecruzamiento) en
nanovesiculas de PEG-PLA con el fin de aumentar su vida media en
circulacion. Las investigaciones en ratas han mostrado que su tiempo de
residencia medio es el doble que el presentado por la polihemoglobina
entrecruzada con glutaraldehido y en humanos se espera que esta vida media
sea aun mayor, ya que el reticulo endoplasmatico de las ratas es muy eficiente
degradando estas vesiculas. Al extrapolar los resultados obtenidos en ratas a
humanos (Tabla 6) se estimé un tiempo de residencia medio de 41,5 horas. Sin
embargo, esto tiene que ser evaluado con mas ensayos clinicos. Al igual que
en el caso de los liposomas, también pueden encapsularse diversas enzimas
para incrementar su eficacia en el intercambio de gases. Al estudiar los efectos
histoldgicos de este producto a largo plazo en ratas, no se encontraron efectos
perjudiciales en los organos analizados (rifiones, bazo e higado) (23).

Time to 1.67 g/dl (h)

Preparation Max Hb (g/dl) Rats Human
PolyHb-10 3.10 10.4 17
PolyHb-17 3.35 14.0 24
MNanocap-10-1-5K 3.05 12.3 21
Nanocap-17-1-5K 3.58 171 29
Nanocap-17-1.5-5K 3.60 20.0 34
Nanocap-17-1-5K-XL 3.60 20.3 35
Nanocap-17-1-15K 3.57 21.2 36
Nanocap-17-1.5-15K 3.65 23.3 39.9
MNanocap-17-1.5-15K-XL 3.66 24.2 41.5

Tabla 6. Extrapolacion del tiempo de circulacién de la polihemoglobinay las
nanocapsulas de PEG-PLA en humanos a través de los valores obtenidos en ratas (23).

También se ha creado vesiculas formadas por copolimeros dibloque anfifilicos
mediante la pegilacién del 100% de la vesicula, lo que resulta en membranas
mas gruesas que los liposomas convencionales. Esta membrana mas gruesa
aporta a la vesicula una mayor estabilidad y fuerza mecanica. Englobando a la
hemoglobina con estas vesiculas surgen las hemoglobinas encapsuladas en
polimersomas (PEH). El propdsito de la creacion de estas nuevas vesiculas era
aumentar la estabilidad de la hemoglobina encapsulada tanto en circulacién
como en almacenamiento. Se ha demostrado in vivo que la gruesa capa de
PEG con la que cuentan previene de la fagocitosis por las células del sistema
inmune, perdurando mas tiempo en el torrente sanguineo. Los bioensayos en
ratas, examinadas tras 8 semanas de exposicion a este farmaco experimental,
no mostraron efectos negativos. Sin embargo, su gruesa membrana puede ser
un factor limitante en el transporte de O, lo que supone una gran desventaja
con respecto a los liposomas convencionales. Para su uso en la especie
humana, son necesarios ensayos in vivo que ayuden a evaluar la seguridad de
este producto (24).

La forma bicéncava de los eritrocitos es fundamental en su funcion. Asi pues,
aplicando un enfoque racional, se buscé la manera de que las capsulas
tuviesen una forma similar a la de estas células. Una de las investigaciones
mas prometedoras que se han llevado a cabo con la finalidad de obtener mas
eficiencia en el intercambio gaseoso a la par que incrementar la vida media en
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circulacién a través de la consecuciéon de una forma practicamente bicéncava,
fue la encapsulacion en liposomas de actina-hemoglobina (LEAcHb). Esta
modificacion de los LEH consistié en la polimerizacion de actina monomérica
en actina filamentosa dentro del nlcleo acuoso del liposoma, consiguiendo asi
una forma similar a la de los eritrocitos. Los ensayos preclinicos con ratas han
demostrado que esta modificacion aumenta la vida media de los LEH hasta 8-
10 horas con un intercambio eficiente de O, (25).

Otro tipo de HBOC

Un enfoque distinto a la tendencia que estan siguiendo los estudios de
sustitutos de eritrocitos, es el basado en la singular hemoglobina (AmHb) del
poliqueto Arenicola marina. Su hemoglobina de forma natural esta envuelta por
una membrana extracelular no glicosilada y tiene 10 subunidades a diferencia
de la humana que tiene 4. Esta molécula puede ser interesante ya que es
compatible con todos los grupos sanguineos y al ser un organismo muy
abundante puede llegar a solucionar los problemas de escasez de donaciones.
Ademas, es facilmente almacenable preservandose hasta 30 dias a 4°C. La
hemoglobina de este poligueto tiene dos caracteristicas diferenciales con
respecto a los demas tipos de HBOC. La primera es su capacidad de
disociarse en dodecameros de alto peso molecular en contacto con el plasma
sanguineo de humanos o ratones. Estos compuestos resultantes no causan
fendbmenos de extravasacion debido a su gran tamafo, lo que supone una gran
ventaja. La segunda es su mayor capacidad intrinseca SOD (superoxido
dismutasa) con respecto a la que poseen los eritrocitos humanos. Esta
propiedad mitiga los efectos tdxicos que causan las especies reactivas de
oxigeno en los organismos cuando la hemoglobina se oxida. En cuanto a su
afinidad por el O,, cabe destacar que es menor que la que presentan los
eritrocitos humanos y bastante menor con respecto a la de las suspensiones
libres de células. Pero esto no tiene por qué ser una desventaja, ya que
muchos de los sustitutos anteriormente descritos podian provocar una
saturacion de O, en los tejidos debido a su excesiva afinidad. La cantidad de
oxigeno transportada por la AmHB es suficiente para mantener a los tejidos
eficientemente oxigenados. Su vida media en circulacion es aproximadamente
de 50 horas, siendo mayor que los tiempos de residencia de las hemoglobinas
humanas, bovinas y recombinantes (26). La empresa que mas esfuerzos ha
dedicado al estudio de estos sustitutos es Hemarina, la cual ha propuesto
compuestos basados en la hemoglobina de Arenicola marina para multiples
usos médicos. Algunos de sus productos se encuentran actualmente en
evaluacion clinica (27).

4.2.1.2. Sistemas basados en emulsiones de perfluorocarburos

A diferencia de los HBOC (semisintéticos), los perfluorocarburos (PFC) son
compuestos liquidos o gaseosos totalmente artificiales. La propiedad mas
relevante que los hace aptos para la creacion de compuestos que imiten la
funcién de los eritrocitos es su gran estabilidad, proporcionada por sus enlaces
intramoleculares C-F (los enlaces simples mas fuertes encontrados en la
guimica organica) y por la formacion de enlaces débiles con otras moléculas.
Esto ultimo provoca que estos compuestos se asocien al oxigeno mediante
interacciones de van der Waals, siendo capaces de transportarlo y repartirlo a
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los tejidos. Su capacidad de descarga de O, es mayor que la presentada por
los HBOC. Debido a su insolubilidad en agua es necesaria su administracion en
forma de emulsiones ya que si se inyecta directamente en los tejidos podria
producir embolias pulmonares, fallos del ventriculo derecho del corazéon y
asfixia (28, 29).

(a) F, F F, (d) F, F, F, F,
PR TN Sl O sC T
F Cc CF C C o]
2 2 F;C Br
Fy Fy Fy
Fy . c~ F\ o Fy Perfluorooctylbromide (PERFLUBRON)
Fy Fy
Perfluorodecalin (FLUOSOL) (e}
(b)
FoR o e e e ¢
Fl  ~C~ - O~ .~ CFa Se TN eT T e The T T Ny
C N c F F F F
E | E 2 2 2 2
2 E.C 2 Dichloroperflusrooctane (OXYFLUOR)
2 \\“CF
2
| (")
CFy _25¢ Whole biood, Hb - 140 giL
Perfluorotripropylamine ;:4
I 20+
(C} E Parflubron (90%)
F, Fy F, Fy E 15
c—C Cc—=C f HBOC, Hb = TOgL
e 4 % S 1o}
F,C —CF FC —CF, s
\ / \\ / = 5L Fluosol [20%)
c—C c—cC 2
F. R Fa F’-’_ o % 100 200 300 300 500
Perfluoromethylcyclohexylpiperidin pO, (mm Hg)

Figura 4. Estructura molecular de algunos sistemas transportadores de oxigeno basados
en emulsiones de PFC (4).

Asi pues, varios productos derivados de emulsiones de PFC han sido
investigados como posibles alternativas a la transfusion del paquete globular,
habiendo dos generaciones de estos compuestos (Figura 4). Uno de los
compuestos mas estudiados de la primera generacién de estas emulsiones fue
Fluosol-DA, de Green cross corp. Este compuesto es una emulsion de
perfluorodecalina y perfluorotripropalamina con fosfolipidos de yema de huevo
y oleato potéasico. Se trata del primer compuesto de este grupo de sustitutos de
eritrocitos en ser intensamente evaluado en modelos animales donde mostré
una mejoria hemodinamica en organismos gue sufrieron una reanimacioén por
choque hemorragico. En cuanto a los ensayos clinicos en humanos, la fase |
fue superada sin efectos adversos de gran importancia. Posteriormente se llevé
a cabo un ensayo clinico de fase Il/lll en el que se examinaron 185 pacientes.
Del total de las personas sometidas a estas pruebas, tres mostraron efectos
secundarios graves y una perdio la vida. En este ultimo caso, se produjo una
violacién del protocolo inyectandose al paciente 4000 ml de Fluosol (una dosis
no establecida en el procedimiento). Otros efectos secundarios leves fueron el
aumento de leucocitos, el descenso del numero de plaquetas y la prolongacion
del sangrado. Pese a estos ensayos fuera de lo comun, este compuesto fue
aprobado por la FDA en el afio 1989. Sin embargo, un estudio realizado en
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1994 en el que se obtuvieron evidencias suficientes para decir que su uso
como transportador de O, no era efectivo, los efectos secundarios mostrados
anteriormente y las dificultades para mantener su estabilidad durante su
almacenado en congelacién, llevaron a su retirada del mercado ese mismo afo
(30, 31).
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Figura 5. Comparacion de las curvas de afinidad por el oxigeno de la hemoglobinay los
PFCs de la primeray segunda generacion a medida que aumenta la presion parcial de
oxigeno (32).

La segunda generacién de emulsiones de PFC surgi6 para solucionar los
problemas que presentaban los compuestos de la anterior generacion. Con
este fin se usaron otros tipos de perfluorocarburos, se aumento la
concentracion de los mismos, se usaron otros emulsionantes y se cambiaron
las condiciones de almacenamiento prescindiendo de la congelacion (32, 33).
Asi se obtuvieron compuestos con mayor afinidad por el O, aungue esta sigue
siendo menor que la de la hemoglobina (Figura 5). Siguiendo estas nuevas
pautas, la empresa AF0144, Alliance Pharmaceutical Corporation investigoé un
nuevo compuesto, Oxygent, capaz de transportar el oxigeno. Este consistia en
una emulsién de perfluoroctil bromida, perfluorodecil bromida y
perfluorodiclorooctano en fosfolipidos de yema de huevo, que actuaban de
moléculas surfactantes (30). Los ensayos preclinicos en animales mostraron
las potenciales ventajas de este producto. En perros anestesiados que
respiraban O, al 100% a los que se le retird la sangre total siendo sustituida por
este producto, en un procedimiento conocido como hemodilucién
normovolémica aguda, aumentd su ritmo cardiaco y consiguié revertir
parcialmente el descenso de la resistencia vascular sistémica (34). También ha
habido numerosos estudios en otros animales, en los que se ha comprobado
su efectividad ante diversos problemas relacionados con el reparto de oxigeno
a los tejidos, cuyos resultados prometedores llevaron a emprender ensayos
clinicos en humanos. Estos ensayos avanzaron hasta la fase Ill donde
proporcionaron buenos resultados para su uso en cirugia sin apenas efectos
secundarios (activacion macrofagica, sintomas de gripe, dolor de la zona baja
de la espalda y dolor de cabeza). Sin embargo, los ensayos en esta fase fueron
suspendidos voluntariamente por parte del fabricante en 2001, debido a
aparentes efectos adversos neuronales pero hoy en dia se sabe que estos
efectos eran debidos al protocolo del estudio (30).
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Otro compuesto parecido al anterior fue Oxyfluor de HemaGen, una emulsién
de perfluorodiclorooctano que usa como moléculas surfactantes fosfolipidos de
la yema de huevo vy triglicéridos. Este perfluorocarburo de la segunda
generacion tuvo efectos secundarios similares a Oxygent, siendo sus ensayos
clinicos suspendidos en fase Il (30).

Uno de los ultimos sustitutos de los eritrocitos, recientemente investigado, es
Oxycyte de Oxygen Biotherapeutics inc. Estd compuesto por una emulsion del
60% de perfluoro-terc-butilciclohexano con fosfolipidos de yema de huevo. Los
ensayos preclinicos en animales fueron superados exitosamente sin reportar
efectos secundarios y actualmente estan siendo realizados ensayos clinicos de
fase Il para encontrar la dosis adecuada en pacientes con lesiones cerebrales
(30).

4.2.1.3. Otra alternativa médica a la sangre natural
Obtencion de eritrocitos mediante una linea inmortalizada de eritroblastos

Se han llevado a cabo numerosos estudios sobre el uso de células madre para
la obtencién de eritrocitos in vitro. Sin embargo, estos métodos estan limitados
debido a que las fuentes de células progenitoras (células madre de cordén
umbilical, pluripotentes o células sanguineas periféricas desdiferenciadas)
poseen una baja eficiencia de diferenciacion en eritrocitos. Esto es debido a la
complejidad del proceso, teniendo las células que consiguen diferenciarse
serios problemas para la pérdida del nucleo. Ademas los costes de estos
procedimientos son muy elevados y, por lo tanto, no son econémicamente
viables por el momento. Debido a estas dificultades se han explorado otras
alternativas como la obtencion de una linea celular inmortalizada adulta de
progenitores de eritrocitos. Esto se ha conseguido mediante la transformacién
de células adultas de la médula CD34" (glucoproteina que actia como
molécula de adhesion, cuya expresion es selectiva de las células madre
precursoras de la hematopoyesis) con el vector virico HPV 16 que portaba los
genes E6 y E7, oncogenes viricos. La expresion de estos genes esta
controlada por un promotor inducible dependiente de doxiciclina. De manera
que cuando esta presente en el medio de cultivo, la proliferacion de estas
células sera continua, obteniéndose asi la linea celular inmortalizada. Si estas
células son cultivadas en un medio sin doxiciclina se producira su maduracion
en eritoblastos y reticulocitos (eritrocitos inmaduros que terminan su
diferenciacion en el torrente sanguineo). La linea celular BEL-A (Bristol
Erithroid Line Adult), obtenida del modo anteriormente descrito, fue la primera
en realizar la hematopoyesis in vitro y en perder el nacleo normalmente. Las
células sanguineas obtenidas tampoco mostraron diferencias moleculares ni
funcionales con respecto a los reticulocitos in vivo y presentaban
supervivencias similares a estos. Esta técnica es reproducible y ha demostrado
gue el uso de oncoproteinas viricas no supone un riesgo, ya que su expresion
se pierde tras el proceso de diferenciacion. Pese al progreso que todo esto
supone, en el producto final se pudieron observar algunas células aun
nucleadas y se necesitan mas estudios para solventar los potenciales
problemas que estas células puedan tener en su uso clinico. Esta prometedora
alternativa puede ser muy valiosa en un futuro préximo y se espera que su
primer uso sea en la obtencion de eritrocitos que presenten antigenos de
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superficie pertenecientes a grupos sanguineos raros, ya que el fenotipo de
estas lineas celulares es seleccionable (35).

4.2.2. Sustitutos de plaquetas

Otro tipo de células sanguineas que son esenciales en las transfusiones, son
las plaguetas debido a que son el segundo tipo celular mas utilizado en estas.
Su uso ha crecido mucho en sus ultimos afios y su aplicacion constituye un
tratamiento efectivo frente a las hemorragias severas. Los principales
problemas que tiene el uso de plaquetas obtenidas por tromboaféresis son su
corto periodo de almacenamiento y los potenciales riesgos inmunologicos e
infecciosos que su transfusion puede suponer. Para solucionar estos
problemas se estan explorando nuevas alternativas mas seguras y que
presenten mayores tiempos de almacenamiento. Muchas de las
investigaciones en esta area han sido financiadas y promovidas por el
ministerio de defensa de los Estados Unidos debido al interés que estos
compuestos suscitan para la cicatrizacién de heridas de guerra. Ademas, el
interés por estos potenciales productos sanitarios es muy reciente por lo que no
hay mucha informacion disponible sobre ellos. Debido a esto, no existen unas
caracteristicas establecidas de como debe ser un sustituto ideal de estas
células pero haciendo uso de las caracteristicas, antes mencionadas, que un
sustituto ideal de eritrocitos debe tener, junto con las caracteristicas propias de
las plaquetas podemos deducir las propiedades que deberia tener:

1. Ser seguroy compatible con el ser humano

2. Ser transportado por la sangre

3. Localizar las zonas de hemorragia y favorecer su adhesion y agregacion
en estas.

4. Ser estable durante un largo periodo de almacenamiento y ser facil de
transportar para que sea econdémicamente viable.

Una de las primeras alternativas, surgida mediante la aplicacion de un enfoque
racional, fue el reciclado de plaquetas cuyo tiempo de almacenamiento maximo
habia expirado. Estas plaquetas suelen conservar aun complejos proteicos en
su membrana, involucrados en los procesos hemostaticos. Utilizando técnicas
de aislamiento, purificado y liofilizacion se consiguié aislar las membranas de
estas plaquetas. Una vez conseguido esto, se formaron vesiculas de 0,5 um
con estas proteinas por sonicacién (36). Estas preparaciones fueron realizadas
por la compafia Cypress Bioscience y recibieron el nombre de IPM (Infusible
Platelet Membrane). Actualmente no cuentan con la aprobaciéon de la FDA
debido a que es dificil demostrar su eficacia en el tratamiento de hemorragias,
no obstante, los ensayos preclinicos en animales no mostraron grandes
complicaciones y los ensayos clinicos en humanos llegaron hasta la fase Il sin
efectos negativos y en muchos casos mostraron un aumento en los recuentos
de plaquetas (37). Después de los primeros intentos por conseguir un producto
sustitutivo de las plaquetas, las investigaciones han tomado varios rumbos,
creandose varios productos que intentan recrear su funcién, siendo los mas
relevantes los que a continuacién se comentan.
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Trombosomas

Son plaquetas liofilizadas en una matriz de trehalosa. Las plaquetas utilizadas
en la elaboracién de este producto proceden de la aféresis de un grupo
sanguineo O. Su principal ventaja con respecto a las IPM, es que las plaquetas
estan en condiciones de ser usadas por lo que mantienen las propiedades
necesarias para regular la hemostasis (se adhieren a la matriz del vaso
dafado, formandose agregados de plaquetas y generando trombina para dar
lugar a un coagulo estable). Ademas, debido a que se trata de un producto
liofilizado, su estabilidad durante su almacenamiento a temperatura ambiente
es mayor y es necesario resuspenderlo en agua destilada para su correcto uso.
Los ensayos preclinicos en animales, los cuales habian sufrido una lesion en el
higado, no tuvieron ningun efecto adverso observable y se aprecié una mejoria
en la cicatrizacion de estas lesiones. Por lo tanto su potencialidad clinica es
innegable y es necesario que se realicen ensayos para evaluar su seguridad en
humanos (36, 38).

Plaguetosomas

El enfoque utilizado en su desarrollo es parecido al empleado en las
hemoglobinas encapsuladas en liposomas (LEH). En este caso, se asocian las
proteinas de membrana de las plaquetas a la superficie de un liposoma. Se
utilizaron para el estudio de estas proteinas y de su papel en la agregacion.
Posteriormente fue evaluado como un potencial sustituto plaquetario pero los
estudios in vitro no mostraron ningun efecto significativo en la agregacion. Sin
embargo, los estudios preclinicos en ratas con heridas en la cola que no
producian las plaquetas suficientes para la correcta cicatrizacion
(trombocitopenia), mostraron que al administrarse plaquetosomas la
hemorragia disminuia (39).

Trombosphere

En los afios 80, se observé que mediante la conjugacion de fibrinégeno y
acrilonitrilo, se estimulaba la agregacion de plaquetas activadas con ADP.
Basandose en este hallazgo se crearon varios productos siendo el mas
relevante Trombosphere (36).

La empresa Hemosphere desarrollé un producto consistente en albumina
humana entrecruzada y fibrinbgeno humano unido a su superficie. Su
caracteristica mas relevante en cuanto a la fabricacién de este compuesto es
que su elaboracién se lleva a cabo sin el uso de plaquetas. El mecanismo de
accion por el cual estimulan la agregacion de las plaquetas no esta claro aun.
Actualmente se estan realizando ensayos clinicos con este producto en Europa
(38).

Syntoplate

Un rumbo distinto que tomaron ciertas investigaciones es el basado en
enmascarar el mecanismo hemostatico de las plaquetas mediante la union de
péptidos sintéticos de fibrindgeno a la superficie de nanoparticulas o
nanovesiculas con el fin de activar a las plaquetas. Esto se consigue mediante
la interaccion de la integrina GPIIb/Illa de la superficie de las plaquetas y los
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péptidos sintéticos de la superficie de las nanoparticulas. Fruto de este nuevo
enfoque surgioé un nuevo producto llamado Synthoplate. Para la elaboracién de
este producto se utilizaron tres péptidos sintéticos unidos a la superficie de una
nanoparticula: péptidos de union vVWF y péptidos de union al colageno, para su
adhesidén al vaso sanguineo dafiado y péptidos sintéticos de fibrinégeno de
union a la integrina GPIIb/llla, para enmascarar el mecanismo de agregacion
de las plaquetas (36).

De momento, debido a su reciente desarrollo, solo ha sido evaluado en
ensayos preclinicos en ratones con hemorragias severas en la cola a los que
se le habia inducido la condicion de trombocitopenia. Los resultados de estos
ensayos mostraron que Synthoplate no tiene un efecto activador de las
plaquetas inactivas del flujo sanguineo del ratén; sin embargo, si que favorece
la agregacion de las plaquetas activas en el proceso de coagulacion. Estos
resultados son muy prematuros y se esperan mas ensayos e investigaciones
con este producto en un futuro préximo (40).

5. Conclusion

Es un hecho que la terapia transfusional y el uso de hemoderivados salva
vidas, por lo que es un problema primordial para la medicina moderna tener un
abastecimiento constante y seguro, tanto de sangre como de los diferentes
productos que se obtienen a partir de esta. Es debido a esto que el desarrollo
de sustitutos de la sangre, sobre todo sustitutos de los eritrocitos, es un campo
de investigacion de gran interés, tanto comercial como médico. Pero la realidad
es la siguiente, a pesar de que se han hecho grandes avances en la produccion
de compuestos que emulen la funcién de la sangre, ninguno cuenta con la
aprobacion de la FDA de Estados Unidos, siendo muchos de ellos cancelados
tras ensayos clinicos con importantes efectos secundarios. Aunque
actualmente la consecucion de sustitutos ideales de los diferentes
componentes de la sangre pueda parecer una utopia, es posible que en un
futuro sean productos de uso general en cualquier centro médico por lo que no
cabe la menor duda que tanto las investigaciones como los ensayos clinicos se
seguiran realizando intensamente.

5. Conclusién

E un feito que a terapia transfusional e o uso de hemoderivados salva vidas,
polo que é un problema primordial para a medicina moderna ter un
abastecemento constante e seguro tanto de sangue coma dos diferentes
produtos que se obtefien a partir deste. E debido a isto que o desenvolvemento
de substitutivos do sangue, sobre todo substitutos dos eritrocitos, € un campo
de investigacion de grande interese tanto comercial como médico. Pero a
realidade é a seguinte, a pesar de que se fixeron grandes avances na
producién de compostos que emulen a funcién do sangue, ningln conta coa
aprobacion da FDA de Estados Unidos, sendo moitos deles cancelados tras
ensaios clinicos con importantes efectos secundarios. Ainda que actualmente a
consecucion de substitutos ideais dos diferentes compofientes do sangue poida
parecer unha utopia, é posible que nun futuro sexan produtos de uso xeral en
calquera centro meédico polo que non cabe a menor dubida que tanto as
investigacions como 0s ensaios clinicos seguiranse realizando intensamente.
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5. Conclusion

It is a fact that transfusion therapy and the use of blood products saves lives, so
it is a major problem for modern medicine to have a constant and safe supply of
both blood and the different products obtained from it. For this reason, the
development of blood substitutes, especially erythrocyte substitutes, is a field of
research of great commercial and medical interest. But the reality is as follows,
although great strides have been made in the production of compounds that
emulate blood function, none have been approved by the FDA, many of which
have been cancelled after clinical trials with significant side effects. Although the
achievement of ideal substitutes for the different blood components may seem
utopian at present, it is possible that in the future may be a product of general
use in any medical centre, so there is no doubt that both research and clinical
trials will continue to be carried out intensively.
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