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RESUMEN

La disponibilidad y seguridad de las transfusiones sanguineas en medicina presentan desafios que
han llevado a la bdsqueda y desarrollo de terapias alternativas. Los transportadores de oxigeno
basados en hemoglobina (HBOCs) han surgido como una solucion prometedora a estas
limitaciones. Los HBOCs son bioparticulas disefiadas para aprovechar las propiedades Unicas de la
hemoglobina, asegurando la entrega eficiente de oxigeno a los tejidos y previniendo situaciones de
hipoxia. Se pueden clasificar en HBOCs acelulares y celulares, cada uno con ventajas y
composiciones distintas. Los HBOCs acelulares implican modificaciones quimicas de la
hemoglobina, mientras que los HBOCs celulares encapsulan la hemoglobina en estructuras que
imitan a los eritrocitos. La revision tuvo como objetivo sistematizar la informacion sobre las
técnicas y materiales utilizados para desarrollar HBOCs en medicina veterinaria, proporcionando
una vision completa de su potencial como opciones de tratamiento seguras y accesibles. En los
resultados se detallan las técnicas, materiales, simplicidad y eficacia de cada uno de los pasos

involucrados en el desarrollo de los HBOCs y se discute sobre su utilidad para medicina veterinaria.

Palabras clave: HBOCs, transportadores de oxigeno, transfusiones, hemoglobina, biofarmaco,

medicina veterinaria



ABSTRACT

The availability and safety of blood transfusions in medicine present challenges, leading to the
exploration and development of alternative therapies. Hemoglobin-based oxygen carriers (HBOCs)
have emerged as a promising solution to these limitations. HBOCs are bioparticles designed to
harness the unique properties of hemoglobin, ensuring efficient oxygen delivery to tissues, and
preventing hypoxic conditions. They can be classified into acellular HBOCs and cellular HBOC:s,
each with distinct advantages and compositions. Acellular HBOCs involve chemical modifications
of hemoglobin, while cellular HBOCs encapsulate hemoglobin within structures that mimic
erythrocytes. The review aimed to systematize information about the techniques and materials used
to develop HBOCs in veterinary medicine, providing a comprehensive understanding of their
potential as safe and accessible treatment options. The results detail the techniques, materials,
simplicity, and efficacy of each of the steps involved in the development of HBOCs and discuss

their usefulness for veterinary medicine.

Keywords: HBOCs, oxygen carriers, transfusions, hemoglobin, biodrug, veterinary medicine.
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INTRODUCCION

Las transfusiones sanguineas buscan compensar la pérdida de sangre y restaurar el volumen
sanguineo normal del organismo, evitando asi la aparicion de isquemia, necrosis o shocks
hipovolémicos (Kisielewicz & Self, 2014). Esta préactica es especialmente valiosa en situaciones de
emergencia, como hemorragias activas, diferentes tipos de anemia, enfermedad renal, neoplasias, y
otras condiciones médicas criticas (Le Gal et al., 2020).

En el ambito de la medicina veterinaria, es fundamental considerar los potenciales donadores
y los diferentes tipos sanguineos propios de cada especie. Estos tipos sanguineos pueden presentar
variaciones significativas en su composicion y caracteristicas moleculares entre especies e
individuos (Blais et al., 2007; Lanevschi & Wardrop, 2001). Estas variaciones incluyen diferencias
en las proteinas de superficie de los globulos rojos, que son responsables de la tipificacion sanguinea
en humanos y animales (Jamieson et al., 2022). Es necesario realizar un tamizaje preliminar antes
de llevar a cabo las transfusiones para asegurarse de la compatibilidad entre el donador y el receptor.
La incompatibilidad sanguinea puede desencadenar una reaccion adversa del sistema inmunitario
del receptor contra proteinas de superficie que no correspondan a las propias y las ataca, lo que
puede resultar en reacciones graves e incluso potencialmente mortales (Zaremba et al., 2019).
Algunas especies, como los felinos, pueden desarrollar naturalmente anticuerpos incluso sin una
exposicion previa (Pennisi et al., 2015), mientras que en otras especies, como los caninos y los
equinos, se requiere una exposicion previa al antigeno para desarrollar los anticuerpos
correspondientes (Kuo & McMichael, 2020).

Ademas del complejo proceso de seleccién de donadores, la obtencién de sangre para
transfusiones implica procesos complejos y elevados costos. Aunque las transfusiones son
necesarias, no siempre estan disponibles o son accesibles para un uso rutinario (Beeston et al.,

2020). Las transfusiones sanguineas tienen el potencial riesgo de estar asociadas con la transmision
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cruzada de enfermedades, sepsis, toxicidad, hemdlisis, y reacciones inmunologicas severas, lo cual
representa un riesgo adicional para los pacientes en estado critico (Holowaychuk et al., 2014; Kuo
& McMichael, 2020; Miglio et al., 2016).

Como se menciond, las transfusiones sanguineas son una practica de gran importancia
clinica. Sin embargo, su acceso rutinario puede ser complicado y no estan exentas de riesgos. Por
tanto, la busqueda de alternativas seguras y eficaces se ha vuelto crucial para mejorar la atencion
médica veterinaria. Estas alternativas incluyen productos como la albdmina sérica, productos
sanguineos liofilizados, factores de crecimiento hematopoyético, y farmacos protromboticos, que
ayudan a regular y estabilizar el sistema circulatorio (Moore et al., 2009; Weiskopf et al., 2017).
Actualmente se han desarrollado biomateriales sintéticos como transportadores de oxigeno a base
de perfluorocarbono y transportadores de oxigeno a base de hemoglobina (Charbe et al., 2022). Si
bien estas alternativas han sido ampliamente exploradas en medicina humana, su aplicacion en
medicina veterinaria se encuentran en una escala mas limitada (Beeston et al., 2020; Scharman et

al., 2017).

Transportadores de oxigeno a base de hemoglobina

Los transportadores de oxigeno a base de hemoglobina (HBOCs) son bioparticulas
disefiadas para aprovechar las propiedades Unicas de la hemoglobina (Hb) y asegurar la entrega
eficiente de oxigeno a los tejidos, previniendo asi la hipoxia causada por la falta de irrigacién
sanguinea (Charbe et al., 2022). Estos transportadores se componen de moléculas de Hb que han
sido modificadas y/o encapsuladas para mejorar su estabilidad y funcién (Jia et al., 2016).

Una de las principales ventajas de los HBOCs es su compatibilidad universal. Al no
presentar proteinas de superficie, se evitan las reacciones cruzadas que pueden ocurrir con las

transfusiones convencionales, haciéndolos una opcion ideal para pacientes que necesitan
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transfusiones de manera repetitiva o aquellos animales con un amplio espectro de grupos sanguineos
(Alayash, 2014; Sen Gupta, 2019).

Otra caracteristica destacada es su capacidad para reducir el riesgo de infecciones
transmitidas por la sangre. Los HBOCs pasan por un riguroso proceso de purificacion que elimina
la presencia de patdgenos bacterianos, virales o parasitarios, lo que resulta en un riesgo
considerablemente menor de infecciones asociadas a su aplicacion (Sun & Palmer, 2008). Estos
transportadores tienen una vida Util prolongada y pueden ser almacenados por periodos mas largos
en comparacién con la sangre completa, lo que los hace especialmente Utiles en situaciones de
emergencia o en entornos con recursos limitados (Sen Gupta, 2019).

Los HBOCs han evolucionado a lo largo de los afios, y como resultado, se han desarrollado
diversas técnicas y materiales para su elaboracion. Varios estudios de investigacion han propuesto
una clasificacion de estos transportadores basada en su estructura y composicion. De acuerdo con
investigaciones como la de (Jia et al., 2016) y otros investigadores como (Charbe et al., 2022), los
HBOCs se pueden clasificar en dos grandes categorias principales: acelulares (libres) y celulares
(encapsulados).

En la categoria de HBOCs acelulares, se usan modificaciones quimicas de la Hb para
estabilizar al transportador y permitir su circulacion en el torrente sanguineo. Estas modificaciones
buscan mantener la forma tetramérica de la Hb, similar a la que se encuentra en los eritrocitos, o
adoptar una forma polimérica para incrementar la retencion intravascular (Alayash, 2014). Estos
HBOCs son libres de estroma, es decir, estan libres de las proteinas y enzimas asociadas a la
estructura y funcion de la membrana eritrocitaria. En su formulacion, se busca usar la forma mas
pura de Hb, la cual puede combinarse con diferentes moléculas como polimeros estabilizadores o
enzimas como superoxido dismutasas o catalasas, permitiendo que los HBOCs viajen libremente
en sangre para alcanzar los tejidos deseados (Jia et al., 2016). Algunos ejemplos de productos

basados en modificaciones quimicas incluyen HemAssist, Hemopure, Hemospan, entre otros (Chen
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et al., 2023). Sin embargo, debido a su bajo peso molecular, estos transportadores son inestables y
se asocian a problemas como extravasacion e hipertension debido a la liberacion de 6xido nitrico
(Cabrales et al., 2009).

En la categoria de HBOCs celulares, se encapsula la Hb de tal forma que se asemeje a los
eritrocitos de mamiferos. Estos transportadores encapsulados presentan una mayor estabilidad y
evitan el contacto directo entre la Hb y la sangre, lo que reduce los efectos adversos. Las propiedades
de estos HBOCs en términos de liberacion de oxigeno, capacidad para alcanzar areas de dificil
acceso y tiempo de vida 0til, dependen del tipo de encapsulacion utilizado siendo los principales
lipidos y polimeros (Charbe et al., 2022). La encapsulacion con lipidos, como fosfolipidos, ha sido
usada en ciertos HBOCs debido a ciertas ventajas especificas como mejorar la estabilidad de la Hb,
la amplia capacidad de carga de Hb, la estabilidad coloidal, y la facilidad en su preparacion. Sin
embargo, la formacion de metahemoglobina y peroxidacion durante la reperfusion de un proceso
isquémico son factores que pueden afectar negativamente la funcion, viabilidad y eficacia de estos
transportadores (Taihang Li et al., 2011).

Por otro lado, la encapsulacion con polimeros ha demostrado ser una alternativa
prometedora y ha superado algunas limitaciones presentadas por la anteriores generaciones de
HBOCs. Esta técnica ofrece una serie de ventajas significativas, como su facil accesibilidad, bajo
costo, amplia variedad de opciones de polimeros disponibles y alta biocompatibilidad entre
materiales usados (Jia et al., 2016). Los transportadores encapsulados con polimeros pueden
obtenerse mediante distintas técnicas, cada una de ellas con sus propias ventajas. Algunos ejemplos,
que se trataran mas adelante, incluyen la técnica de capa-por-capa, que permite un control preciso
del recubrimiento de la capsula; el autoensamblaje, que facilita la formacion de estructuras estables;

las técnicas de doble emulsion y difusion del solvente, que permiten la formacion de microesferas
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poliméricas; la impresion de particulas de hidrogel, que ofrece una plantilla adaptable para el
encapsulamiento, entre varias técnicas (Chen et al., 2023; Jia et al., 2012).

Finalmente, los transportadores de oxigeno a base de hemoglobina se presentan como una
alternativa prometedora a las transfusiones sanguineas convencionales, superando las limitaciones
y riesgos asociados con ellas. La implementacién de estos transportadores ofrece soluciones
innovadoras que podrian mejorar la disponibilidad de tratamientos seguros y accesibles para
pacientes veterinarios (Alayash, 2014). El objetivo principal de la presente revision fue sistematizar
la informacidon sobre técnicas y materiales para desarrollar transportadores de oxigeno a base de
hemoglobina en el ambito de la medicina veterinaria. Para lograrlo, se plantearon objetivos
secundarios que incluyeron recopilar informacién sobre las transfusiones sanguineas, los
transportadores de oxigeno, el aislamiento de la Hb, los procesos de ensamblaje de transportadores,
y los sistemas de administracion parenteral de biofarmacos. También, analizar y clasificar la
metodologia y los resultados de los estudios recopilados en forma de tablas. Finalmente, desarrollar
un resumen gréfico que representara de manera visual el proceso general de construccion de

HBOC:s.
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METODOLOGIA

Se realizd una busqueda exhaustiva de informacién sobre el estado de las transfusiones
sanguineas en medicina veterinaria'y la importancia de buscar alternativas debido a sus limitaciones.
Ademas, se recopild informacion relevante sobre los HBOCs, abordando aspectos generales, usos,
métodos, y materiales para su elaboracién. Para ello, se utilizaron los motores de busqueda:
ScienceDirect, PubMed, Wiley Library, y Google Schoolar.

La informacién recopilada se clasifico en cuatro tablas, correspondientes a cada etapa del
desarrollo de los transportadores: aislamiento de Hb, ensamblaje de los transportadores
(modificacion quimica y encapsulacion de la Hb) y seleccidn de vehiculos para la administracion
parenteral.

En las tablas 1, 2 y 3 se incluyeron estudios experimentales originales publicados en los
altimos 20 afios (2003-2023) que detallasen y explicaran claramente su metodologia y resultados.
La basqueda se realizd en los motores mencionados anteriormente, usando las palabras clave:
“hemoglobin isolation, hemoglobin filtration, hemoglobin purification” para la Tabla 1: Métodos y
materiales para el aislamiento y purificacion de Hb; “hemoglobin polymerization, cross-linked
hemoglobin, hemoglobin conjugation, extracellular hemoglobin” para la Tabla 2: Métodos y
materiales para el ensamblaje de transportadores: Modificaciones quimicas de Hb libre; y
“microparticles, oxygen carriers, liposome hemoglobin, double emulsion, self-assemble, layer-by-
layer method” para la Tabla 3: Métodos y materiales para el ensamblaje de transportadores:
Encapsulacion de hemoglobina.

Por otro lado, los criterios de inclusion para la Tabla 4: Vehiculos para administracion de
farmacos parenterales, fueron las revisiones bibliograficas en los Gltimos 20 afios (2003-2023),

debido a la limitada informacidn de estudios experimentales. Para la basqueda se usaron las palabras
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clave “parenteral products, implantable systems, sustained drug delivery, water for injection,
crystalloids, colloids, y fluid therapy”.
Ademas, se realiz6 un resumen grafico en BioRender.com para visualizar el proceso general

de construccién de los HBOCs. Por ultimo, se discuti6 los resultados obtenidos.
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RESULTADOS

Aislamiento y purificacion de Hb

En la Tabla 1 se presentaron 19 estudios experimentales sobre diferentes métodos y
materiales requeridos para aislar y purificar Hb a partir de lisados de eritrocitos. Las fuentes de estas
células pueden ser animales o humanas, sin embargo, 16 de los 19 estudios (el 84%) corresponden
a Hb bovina. La tabla clasificé la informacidn en funcion de la técnica utilizada, las caracteristicas
generales de cada técnica, el tipo de Hb purificada, la eficacia del estudio acorde los resultados y
conclusiones de los autores, la simplicidad de la técnica, y las particularidades destacadas en cada

estudio.
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Tabla 1. Métodos y materiales para el aislamiento y purificacion de Hb

Alb-Hb)

albumina-Hb con glutaraldehido

N Técnica Caracteristica Hb Purificada Eficacia Simplicidad Particularidades Referencia
Filtracion de flujo tangencial ~ Se hacen varias filtraciones (3-4 ~ Bov/HUm/Av ~ +++ ++ No E'”;g;i; al.,
etapas) del lisado de gldébulos rojos pal |
Filtracion de flujo tangencial por columnas TFF de 50nm y Bov/Hum +++ +++ No (Pa rznoeorget a
500kDa. Luego se concentra lo )
obtenido en filtros TFF de 50- Paso extra de diafiltracion de 10L
Filtracion de flujo tangencial ~100kDa. Elimina impurezas intra y Bov N it para eliminar impurezas de muy (Elmer et al.,
con diafiltracion extracelulares, patgenos y aisla la bajo peso molecular. No presenta 2009)
Hb beneficios
Cromatografia de afinidad de
iones metalicos inmovilizados Parte de un primer filtrado en (Elmer et al.,
+ Filtracion de flujo Bov/Hum/Av T o TFF. Hb altamente purificada. 2011)
tangencial
Cromatografia de intercambio o Reilsnan%r;egglrzlsSg/ilABSE:;SroaI
ionico en modo de flujo Se basa en la separacion fisica ,de Bov +++ + ; P g beads y (Lu et al., 2004)
continuo con PEG los componentes de una solucién. Mustang Q + PEG (mejoro
Se coloca el concentrado de pureza y recuperacion)
. . . eritrocitos (fase movil) en una . .
Cromatografl_q d_e intercambio columna de filtracion que contiene Bov/ Hum et -+ Resina comercial AG MP-1y Q-  (Sun & Palmer,
anionico . o SFF 2008)
C toarafia de int bi resina (fase fija) cargada con Andrade et al
romatografia de ntercambio  y;ferentes jones de alta afinidad por Hum +++ ++ . . (Andrade et al.,
anionico ; Resina comercial Q Sepharose 2004)
C fia liquida d la Hb. Se lava el exceso y se tiene XL Dimino &
romat_ogra la fiquida de un concentrado ultrapuro de Hb Bov +++ ++ (Dimino
rapida resolucion Palmer, 2007)
Bov Resina comercial Q Sepharose
Adsorcién en fase sélida (Conjugado ++ ++ Fast Flow + conjugacién de (Hu & Su, 2003)




Continuacién Tabla 1.
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N Técnica Caracteristica Hb Purificada  Eficacia Simplicidad Particularidades Referencia
Nanoparticulas magnéticas de Se usé nanoparticulas de
10 impresion molecular (MMIP) Bov A AN silicato a base de Fe304 (Suetal., 2018)
Polimeros con impresion
molecular con sitios de Se us6 nanoparticulas de .
1 biorreconocimiento para Hb Bov e M silice (Zhang & Li, 2018)
bovina Se generan nanoparticulas de diferentes
Microesferas magnéticas componentes que contengan sitios de Se usd microesferas de
2 . o ) o : (Wang, Tan, et al.,
12 mesoporosas de silicato de biorreconocimiento para las moléculas Bov +++ +++ silicato a base de tierras 2019)
tierras raras de Hb y se puedan aislar de otros raras (Er, Tm, Yb)
) ) componentes contaminantes. La Hb se )
Microesferas magnéticas acumula en los alrededores de estas Se us6 microesferas de
13 potenciadas por 6xidos nanoparticulas formando a su vez Bov +++ +++ silicato a base de 6xidos  (Wang et al., 2018)
lantanidos microcapsulas. lantanidos
Se us6 microesferas de
Nanocompuestos magnéticos silicato a base de Fe304 (Wang, Guan, et al
14 cubiertos de acido fitico Bov ++ +++ y se adiciona Ybh3+ 9’2019) ' !
hidréfilo inmovilizados Yb3+ como un quelante extra
de Hb
Aislamiento de Hb con liquido  Se coloca la Hb en fase acuosa con el
iénico 1-butil-3- liquido i6nico y se centrifuga. El
15 trimetilsilimidazolio BtmsimPF6 aprovecha su afinidad Bov ++ ++ No (Cheng et al., 2008)

covalente con el atomo ferroso del
grupo hemo.

hexafluorofosfato
(BtmsimPF6)




Continuacién: Tabla 1
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N Técnica Caracteristica Hb Purificada  Eficacia Simplicidad Particularidades Referencia
A partir del lisado de eritrocitos se
precipita con sulfato de amonio en dos
S - pasos. Primero se remueve proteinas
Prec_l pitacion de aﬂmdad con de alto peso molecular. Segundo .
micro-ligando sensible a . . (Stocker-Majd et al.,
16 . proteinas de peso molecular medio. Se Hum ++ + No
estimulos basados en . L 2008)
; recupera por centrifugacion y se pasa
haptoglobina (Hp) 4 L
por una columna de filtracion en gel.
Finalmente se agrega Hp como ligando
de alta afinidad a la Hb
Adsorcion selectiva de Hb a Se aprovecha la capacidad de los
17 través de hidrogel de fibroina hidrogeles de separar moléculas acorde Bov ++ + No (Fan et al., 2023)
de seda/gelatina el tamafio molecular de la Hb.
. Se realiza hemolisis gradual en medios
Hemolisis controlada con hipotonicos y estas se filtran en las (Stojanovi¢ et al
18 filtracién en biorreactor de membranas del biorreactor. \Variacion Bov +++ ++ No 2012)
membrana
del TFF
A diferencia del resto. La Hb se obtiene
de una fuente de bacterias E. coli
e transgénicas. Este sistema integra Varias limitaciones .
19 Purificacion de Hb plasmidos que codifican al gen de Hb Mur ++ + respecto a la (Natarajan et al.,

recombinante en E. coli

para ser expresados en la bacteria. El
aislamiento usé cromatografia de
intercambio anidnico

estructura de la Hb.

2011)

Hum: Humana. Bov: Bovina. Av: Aviar. Mur: Murina. TFF: Tangential flow filtration. Hb: Hemoglobina. kDa: Kilo daltones. nm: nanémetros. PEG: polietilenglicol
Eficacia: + : Baja/ ++: Media / +++: Media alta / ++++: Alta. Simplicidad: +: poco simple/ ++: simplicidad media/ +++: muy simple
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La purificacion y aislamiento de Hb de otros componentes celulares es un proceso necesario
para su posterior aplicacion como transportador de oxigeno. La obtencién de Hb se logra a partir de
una lisis previa de los eritrocitos con soluciones hipotonicas (Buehler & Alayash, 2008). El objetivo
es retirar todo el material extracelular e intracelular que no sea de interés y sea un potencial
contaminante, esto incluye: proteinas, membranas, otro tipo de células, restos celulares y patdgenos
bacterianos, parasitarios o virales (Palmer et al., 2009). En la Tabla 1 se detallan seis técnicas
significativas para lograr esta purificacion.

En primer lugar, se encuentra la filtracion de flujo tangencial (TFF) o filtracion de flujo
cruzado (CFF). Como describen (Elmer et al., 2009, 2011; Palmer et al., 2009) en los tres primeros
estudios, esta técnica consiste en la separacion fisica de los componentes de la solucién por medio
de filtros. En ella la solucién se inserta a presion en columnas con filtros de diferentes didmetros.
En el caso de la Hb se hacen las filtraciones en 3 a 4 etapas por medio de filtros de 50nm y 500kDa
que eliminan los virus y restos celulares. Posteriormente se retne lo obtenido en una columna de
concentracion con filtros de 50 a 100kDa que eliminan rezagos de impurezas mucho mas pequefias.
Excepto por el segundo experimento de Palmer et al., (2009), esta técnica es altamente eficaz y muy
simple de realizar.

A continuacién, se tiene la cromatografia de intercambio idnico. Los estudios N4 al N9
correspondientes a (Andrade et al., 2004; Dimino & Palmer, 2007; Elmer et al., 2011; Hu & Su,
2003; Lu et al., 2004; Sun & Palmer, 2008) detallan que esta técnica se compone de una fase movil
(la solucioén), y una fase fija (resina). Esta resina se encuentra en una columna de filtracion y esta
cargada con iones de alta afinidad. La solucién de eritrocitos pasa por la columna y estos iones
altamente afines a la Hb, la atraen hacia la fase fija mientras se lava los excedentes e impurezas. De
forma general, esta técnica presenta una elevada eficacia pero una simplicidad media.

Los estudios N10 al N14 correspondientesa (Su et al., 2018; Wang et al., 2018; Wang, Guan,

et al., 2019; Wang, Tan, et al., 2019; Z. Zhang & Li, 2018) basan sus investigaciones en el
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aislamiento de Hb por medio de magnetismo con el uso de particulas afines. Estas moléculas atraen
la Hb hacia si mismas por magnetismo y acumulan Hb en los alrededores de las nanoparticulas.
Cabe destacar que estos estudios presentaron una eficacia media y alta y una técnica muy simple de
realizar.

Por otro lado, los estudios N15 al N18 correspondientes a presentan diferentes variaciones
de las técnicas de TFF y cromatografia de afinidad (Cheng et al., 2008; Fan et al., 2023; Stocker-
Majd et al., 2008; Stojanovi¢ et al., 2012). Asi mismo, el estudio N19 detalla la produccion y
purificacién de Hb recombinante por medio de vectores plasmidicos colocados en bacterias de E.
coli que producen Hb de forma in vitro (Natarajan et al., 2011). Sin embargo, la eficacia de estos

experimentos fue baja, y las técnicas poco simples para su replicacion.

Ensamblaje de los transportadores

Los HBOCs pueden usar la Hb libre en suspensiones sin células pero con modificaciones
quimicas que potencien su funcion y estabilicen su estructura, o pueden usar la Hb de forma
encapsulada dentro de micro o nanoparticulas (Chang, 2006). A continuacion, las Tablas 2 y 3
corresponden a 35 estudios experimentales sobre diferentes métodos y materiales requeridos para
el ensamblaje de los transportadores. Esta informacion fue clasificada en dos tablas de acuerdo con

el tipo de transportador: Hb libre o Hb encapsulada.

Modificaciones quimicas de la Hb libre.

Se encontraron 15 estudios que describen la técnica usada por cada uno, las caracteristicas
generales de cada técnica, la generacion de HBOCs a la que pertenecen, la simplicidad de la técnica
y la disponibilidad de un producto comercial basado en esa técnica (Tabla 2). Se clasifica todas las
modificaciones quimicas que se pueden realizar a la Hb para que pueda funcionar como un

transportador libre en el torrente sanguineo.
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Tabla 2 Métodos y materiales para el ensamblaje de transportadores: Modificaciones quimicas de Hb libre.

N Estudio Técnica Caracteristica Generacion Simplicidad Produc_to Referencia
comercial
1 Hb humana polimerizada Polimerizacion Primera ++++ Polyheme (Jo\r}athon 526]82r &
imerizacion de Hb Formacion polimeros a partir de arma, )
2 Polimerizacion de Hb con Polimerizacion ~ Hb con el objetivo de aumentar Primera +HH+ HemAssist (Chen et al., 2023)
Glutaraldehido. su tamafio por separado. La union
. . L se da principalmente con i .
Hb bovina reticulada y Polimerizacion + principa me . Oxyvita, (Harrington &
3 O . . . glutaraldehido Primera +++ Hemopure
polimerizada con glutaraldehido reticulacion . Wollocko, 2010)
Oxyglobin
4 Hb reticulada YQ23 Reticulacion Primera +H++ YQ23 (Tao Li etal., 2017)
. Reticulacidn, entrecruzamiento o
Hb reticulada . ., N .
5 intramolecularmente con DSS Reticulacién cross-linking. Bu§ca fortalecer Primera ++++ N/I (Lu et al., 2005)
los enlaces inter y/o
Polimerizacion de DCLHb con Reticulacién + mtramole_culares d_e la Hb, entre . DCLHB (estudios .
6 1,6-hexano-bismaleimico Polimerizacion sus propias subunidades o con Primera A preclinicos) (Qietal., 2016)
otras moléculas respectivamente.
Polimerizacién de DCLHb con Reticulacién + Estabiliza a la Hb como . DCLHB (estudios
! PEG Polimerizacion ~ transportador. Generalmente se Primera A preclinicos) (Buehler et al., 2006)
mezcla con otras modificaciones
Hb bovina reticulada con ATP- Reticulacion + quimicas N
8 adenosina-glutation (GSH) Conjugacion Segunda +++ HemoTech (Simoni et al., 2012)
9 Hb conjugada con dextrano Conjugacion Segunda +++ N/I (J. Zhang et al., 2018)
20kDa . .
Hb coniugad ] " Conjugado o unido a. Se hace
conjugada con microesteras i i una unidn entre otras moléculas i
10 . Conjugacioén Segunda ++ G-HbOD (ensayos) (Paciello et al., 2016
~ degelatina ) 1t diferentes hacia la Hb. Estas J (ensayos) { )
17 Hbbovina conjugada a albumina Conjugacion pueden ser moléculas Segunda +++ HB-HSA (ensayos)  (Zheng et al., 2007)
sérica humana con PEG estabilizadoras (ATP),
12 Conjugacion de Mal-PEG con Conjugacion + antioxidantes (GSH), o enzimas Segunda . N/I
Hb bovina Beta reticulada reticulacion con diferentes propiedades (SOD, (Webster et al., 2017)
— i i . . CAT, CA) - . i
13 Poli-Hb-superéxido dismutasa Conjugacion + Segunda . PolyHb-SOD (Bian & Chang,

catalasa-anhidrasa carb6nica

reticulacion

CAT-CA (ensayos) 2015)
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Producto

N Estudio Técnica Caracteristica Generacion  Simplicidad . Referencia
comercial
14 Hb acelular natural de Arenicola Sin modificaciones Hb de organismos que N/I ++++ HemO2L.ife (Zal et al., 2022)
marina naturalmente circula sin
eritrocitos y es de dificil
degradacion. No necesita
15 MegaHb acelular natural de ;) 1o ificaciones ~ modificaciones para trabajar N/I ot N/I (Savla et al., 2020)

Lumbricus terrestris

como transportador.

N/I: No informacion. DSS: disuccinimidil-suberato. DCLHb: Hb reticulada con di-aspirina. PEG: polietilenglicol. SOD: superoxido dismutasa.

CAT: catalasa. CA: anhidrasa carbdnica. Simplicidad: +: poco simple/ ++: simplicidad media/ +++: simple/ ++++ muy simple
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La primera modificacion presentada es la polimerizacion, los estudios N1 al N3 detallan esta
técnica (Chen et al., 2023; Harrington & Wollocko, 2010; Jonathon S Jahr & Varma, 2004). La
técnica se basa en la formacion de polimeros de Hb a partir de moléculas individuales agregadas
glutaraldehido como conector. Esto con la intencién de aumentar el tamafio molecular del
transportador. La polimerizacién presenta una simplicidad muy alta y tiene disponibilidad de
productos comerciales basados en esta.

A continuacion, los estudios N4 al N8 se basan en el proceso de reticulacion (Buehler et al.,
2006; Tao Lietal., 2017; Lu et al., 2005; Qi et al., 2016; Simoni et al., 2012). Esta técnica implica
el reforzamiento de los enlaces intra y/o intermoleculares de la Hb, entre sus mismas subunidades
0 con otras moléculas conjugadas. Los resultados de estos experimentos reflejaron una simplicidad
alta y muy alta; sin embargo, no todos los experimentos contaban con un producto comercial
disponible.

La siguiente técnica es la conjugacion, representada por los estudios N9 al N13. Esta técnica
busca unir a la Hb con diferentes moléculas para afiadir propiedades protectoras o estabilizadoras.
Si bien algunos estudios, como el nimero 9y 11, presentan una simplicidad alta, el resto presentan
una simplicidad media. Esto se relaciona al tipo de molécula que se conjugue a la Hb. Ninguno de
los ensayos presentd un producto comercial disponible.

Finalmente, los estudios N14 y N15 se basan en el uso de Hb natural sin modificaciones.
Esta Hb tiene un peso molecular mucho mayor al convencional y se encuentra de forma libre en el
torrente sanguineo de Arenicola marina o Lumbricus terrestris (Savla et al., 2020). Cabe destacar
que el uso de esta Hb es muy simple, y la Hb de A. marina si cuenta con un producto comercial

disponible para la conservacion de érganos.
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Encapsulacion de hemoglobina

La tabla 3 indica las técnicas para encapsular a la Hb dentro de diferentes materiales. En esta
se enlistan 10 estudios, la técnica usada en cada uno, las caracteristicas principales de cada técnica,
los principales materiales usados, la generacion de HBOCs a la que pertenecen, y la simplicidad de

la técnica.
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Tabla 3. Métodos y materiales para el ensamblaje de transportadores: Encapsulacion de hemoglobina.
N Estudio Técnica Caracteristica Materiales Generacion Simplicidad Referencia
Nanoparticula de Evaporacion de IC‘.'r%dé) S:Cll_(frcolponr?n)g
1  Hb/silice encapsulada  disolvente de doble Emulsion: sistema de dos fases solveﬁte orgénico Tercera +++ (Liu et al., 2012)
en liposomas emulsion liquidas inmiscibles. La Hb es Nucleo rigido: silice
encapsulada en dos fases: agua
., . en aceite en agua. En la primera
Encapsulacion de Hb Evaporacién de reccion. se hac?e una emu?sién en
2 dentrodeunnicleode  disolvente de doble fase aéuosa con el producto de Polimero: PLGA Tercera +++
PLG.',A emulspn interés (HDb), el polimero (gj
Encapsulacion de Hb Evaporacién de PLGA), y alguna molécula de
3 dentro de unnicleode  disolvente de doble interés (cbmo TRE que estabiliza Polimero: PEG Tercera +++ (Sheng et al., 2008)
\ PE,G s d emulsion protefnas) en un solvente Solimero: PCL v PCL
estructraporosa  Evaporacionde - orgénico. Enlasequrda - TRoE LN
d g Hb disolvente de doble ~ reaccion se afiade otro polimero DCM)/acatato de efil Tercera (Zhao et al., 2007)
orf:c;g?asaZe ?)xi eno emulsion emulsionante (PVA). Finalmente ) a(EeEZ)O € etilo
p 9 se evapora el disolvente organico
Nanoparticulas a base Evaporacion de y se tienen las nanoparticulas. Polimero: PELA.
5 P de Hb disolvente de doble Solvente: Acetato de Tercera (Qiu et al., 2003)
emulsion etilo
HB;?;?Z!?:}Z:” Polimero: PEG--b-
. . Los capsulas de polimeros o poli(dimetil-r- )
6 (rje?culadgsl,_((:jog Autoensamblaje polimerosomas se ensamblan por metilvinil)silano y Tercera (Kim et al., 2019)
erormabiiiaa su cuenta formando una capsula PDMS
alrededor de la Hb. El
autoensamblado de bloques de
copolimeros aprovechan las
Pohmero;.LPAEO, PCL, Tercera ++ (Rameez et al., 2008)

reversible
Hb encapsulada en
olimerosomas : interaccion hidrofébicas e

7 P Autoensamblaje . - .
biodegradables y ! hidrofilicas de las soluciones.

biocompatibles
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N Estudio

Técnica

Caracteristica

Materiales

Generacion Simplicidad

Referencia

Cépsulas a base de Hb
bovina con ensamblaje
de capa por capay
reticulado con DHP

Capsulas huecas a base
9  Hbreticulada con GA
(glutaraldehido)

Ensamblado de capa
por capa

Ensamblado de capa
por capa +
reticulacion

Las capsulas se polimerizan de
forma hueca. La Hb se
polimeriza sobre un molde
(disoluble) y se reticulan sus
enlaces, también se afiaden
moléculas estabilizadoras y
encapsuladoras para cada capa
(ej DHP). Finalmente se disuelve
el molde.

Molde: Particulas

(Jiaetal., 2012)

(Duan et al., 2007)

Particulas de fibroina

10 de seda como HBOC

Encapsulacion en

método todo acuoso.

En primer lugar se debe aislar las
particulas de seda de su fuente
natural. Luego se forman esferas
a base de seda por continuas
precipitaciones con Hb+PVA

esféricas de MnCQO3. Tercera
Polimero: DHP
Polimero: GA Tercera
Material: Fibroina de NI
Seda. PVA

(Pacheco et al., 2023)

PLGA: poli-lactida-co-glicolida. TRE: trehalosa. PVA: poli(alcohol vinilico). PEG: polietilenglicol . PCL: poli(épsilon-caprolactona. PCL-PEG: poli(épsilon-
caprolactona-etilenglicol. PELA: metoxipoli (etilenglicol)-poli-DL-lactida. PDMS: polidimetilsiloxona. PEO: poli(6xido de etileno). PCL: poli(caprolactama)
(PCL). PLA: poli(lactida). DHP: heparina dialdehido. GA: glutaraldehido. Simplicidad: +: poco simple/ ++: simplicidad media/ +++: muy simple
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La tabla 3 agrupa las formas de encapsular la Hb. La primera técnica presentada es la
evaporacion de disolvente de doble emulsion, en la que se basan los estudios N1 al N5
correspondientes a (Coll-Satue et al., 2021; Liu et al., 2012; Qiu et al., 2003; Sheng et al., 2008;
Zhao et al., 2007). Estos autores describen que a técnica consiste en la generacion de emulsiones.
En la primera emulsion se coloca la Hb que esta inmersa en solucion liquida, luego se afiade otra
solucion con un determinado polimero como polietilenglicol (PEG) en un solvente organico, en este
paso también se pueden afiadir moléculas de interés que potencien la funcion de los transportadores.
Posteriormente se hace una segunda emulsion afiadiendo otro polimero de interés, y finalmente se
evapora el disolvente orgéanico para obtener las nanoparticulas. Esta técnica pertenece a la tercera
generacion de transportadores y es simple de realizar. Adicionalmente, el estudio N10 (Pacheco et
al., 2023) se basa en una modificacion de esta técnica usando fibroina de seda y PVA, sin embargo,
este experimento no es simple de replicar.

Luego se menciona la técnica de autoensamblaje, usada en los estudios N6 y N7 (Kim et al.,
2019; Rameez et al., 2008). Los autores describen que esta técnica aprovecha las interacciones
hidrofdbicas e hidrofilicas de la Hb con determinados polimeros para que de manera autébnoma se
generen las capsulas. La simplicidad de esta técnica es media ya que no existe un detalle minucioso
de la metodologia.

Finalmente los estudios N8 y N9 (Duan et al., 2007; Jia et al., 2012) detallan la técnica de
ensamblado de capa por capa. En esta metodologia se tiene previamente una plantilla esférica de
diferentes materiales (como MnCO3) y que sea disoluble en solventes organicos. A esta se le afiade
la Hb y por afinidad de cargas entre las moléculas se comienzan a polimerizar alrededor de la esfera,
adicionalmente se afiaden polimeros para estabilizar y fortalecer los enlaces de la Hb, una vez que
se obtienen el nimero deseado de capas (Hb + polimeros), se disuelve el molde y se obtienen las

capsulas huecas. Esta técnica presenta una simplicidad alta.
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Vehiculos de administracion farmacoldgica por via parenteral

La tabla 4 expone los principales vehiculos usados para la administracion de farmacos por
via parenteral intravenosa. En esta se incluyeron 4 revisiones relacionadas con los diferentes
materiales disponibles en el mercado para ser usados como vehiculos. La informacion se clasificd
en el material per se, la categoria correspondiente al fluido, las caracteristicas, y la compatibilidad
del material con el torrente sanguineo.

Tabla 4. Vehiculos para administracion de farmacos parenterales

Compatibilidad

Material Categoria Caracteristica . Referencia
sanguinea
. Cristaloide (Jonathan S Jahr et al., 2008;
Lactato de Ringer isoténico T Manchanda et al., 2020)
Plasmalyte C?rlstglc_)lde . +++ (Manchanda et al., 2020)
isotonico Vehiculos acuosos
Solucién salina Cristaloide it (MacDonald & Pearse, 2017;
hipertonico Manchanda et al., 2020)
Almidon . (MacDonald & Pearse, 2017;
hidroxietil Coloide T Manchanda et al., 2020)
Vehiculos no acuosos
Gelatina Coloide ++ (MacDonald & Pearse, 2017)
Derivado sanguineo.
Contiene factores de
Suero fetal Coloide crecimiento, N/ (van der Valk et al., 2018)
bovino nutrientes. No se ha
probado como
vehiculo

N/I : No hay informacién. . Compatibilidad: +++ alta, +++ media, ++baja.

El primer grupo de cristaloides incluyo al lactato de Ringer, el Plasmalyte y la solucion
salina, los cuales se clasifican como vehiculos acuosos altamente compatibles con el torrente
sanguineo (Manchanda et al., 2020). Luego, se encuentran el almidén hidroxietil y la gelatina,
coloides que funcionan como vehiculos no acuosos y cuya compatibilidad con la sangre en el caso

de la gelatina, es menor (MacDonald & Pearse, 2017; Manchanda et al., 2020). Finalmente, se
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presento al suero fetal bovino como un coloide derivado sanguineo de los bovinos (van der Valk et
al., 2018). Sin embargo, no existe informacion previa de este como un vehiculo de administracion

0 su compatibilidad con el torrente sanguineo.

Resumen grafico
Finalmente, en la figura 1 se observa el proceso de elaboracion de los HBOCs
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Figura 1. Resumen grafico sobre el proceso de elaboracién de HBOCs para su aplicacion
clinica veterinaria. A) Se debe seleccionar la fuente de los eritrocitos y obtener una muestra de
ellos. B) Las células eritrocitarias deben para por un proceso de hemdlisis con soluciones
hipotonicas. C) La Hb es extraida y purificada a partir de los eritrocitos lisados. D) Las moléculas
de Hb son modificadas y/o encapsuladas para el ensamblaje de los transportadores. D) Se
selecciona el vehiculo de administracion farmacoldgica parenteral mas adecuado para montar los
transportadores en este. E) Los HBOCs pueden ser aplicados a animales anémicos. Creado con
BioRender.com

La figura 1 resume los pasos que involucran la elaboracion de un transportador de oxigeno
a base a Hb para aplicarlo en la clinica veterinaria. Estos pasos implican la obtencion de sangre
fresca, la lisis de los glébulos rojos, la purificacion de la Hb (con cualquiera de las técnicas descritas

anteriormente en la Tabla 1), el ensamblaje de los transportadores (detallados en las Tablas 2 y 3),

la seleccién y montaje de los transportadores del vehiculo de administracion parenteral méas
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adecuado (como los mostrados en la Tabla 4), y finalmente su aplicacion clinica en animales que

requieran de estos HBOCs.

DISCUSION

Los transportadores de oxigeno basados en hemoglobina (HBOCSs) se consideran biofarmacos
y, como tal, deben pasar por diferentes etapas para su construccion. En general, estas etapas incluyen
la obtencion y purificacion de la materia prima o principio bioactivo con el que se trabajara (Palmer
et al., 2009). Una vez que los materiales estan listos, se seleccionan las técnicas méas apropiadas
para su ensamblaje (Jia et al., 2016; Topuz & Uyar, 2022). Finalmente, se selecciona un vehiculo
farmacologico acorde a las propiedades fisico-quimicas del principio activo y a la via de
administracion elegida para el biofarmaco (Manchanda et al., 2020) Este proceso se encuentra
representado en la Figura 1.

En la Tabla 1 se muestra la recopilacion de informacion sobre las diferentes técnicas para aislar
y purificar hemoglobina (Hb), ademas se expone las diversas fuentes de las que pueden provenir
los eritrocitos, siendo la Hb bovina la mas significante (84% de los estudios utilizaban este tipo de
Hb para sus experimentos). Esto se asocia con la gran accesibilidad y el bajo costo econémico que
implica la obtencidn de este tipo de sangre (Napolitano, 2009; Winslow, 2008).

Una de las técnicas mas importantes para la purificacion de proteinas y otras biomoléculas es la
filtracion de flujo tangencial (TFF) o filtracion de flujo cruzado (CFF) (Elmer et al., 2011). Tres de
los estudios mencionados en la Tabla 1 (N1 a N3) (Elmer et al., 2009, 2011; Palmer et al., 2009) se
basaron en esta técnica. Como se menciond antes, la TFF consiste en la separacion fisica de los
componentes de la solucion por medio de filtros. Esta técnica presenta limitaciones como el bloqueo
de los poros de las membranas por un exceso y acumulacion de desechos celulares. Esta

acumulacion puede comprometer la integridad de las membranas; por otro lado, también se han
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registrado presencia de trazas de impurezas de muy bajo peso molecular (como catalasas) en la
concentracion del producto final (Elmer et al., 2010). Sin embargo, los beneficios del TFF como la
simpleza, adaptabilidad, rapidez y accesibilidad, la hacen una técnica bastante atractiva para
implementar el aislamiento de Hb a gran escala (Elmer et al., 2011).

Otra técnica ampliamente utilizada para la separacion de biomoléculas es la cromatografia de
intercambio idnico. Seis de los estudios de la Tabla 1 (N4 a N9) se basan en esta técnica (Andrade
et al., 2004; Dimino & Palmer, 2007; Elmer et al., 2011; Hu & Su, 2003; Lu et al., 2004; Sun &
Palmer, 2008). En comparacion con la TFF, esta técnica también hace una separacion fisica de los
componente de la solucion hemolitica y puede usarse a gran escala. Sin embargo, esta es una técnica
un poco mas compleja, pero mas eficaz ya que se obtiene un concentrado ultrapuro de Hb (Dimino
& Palmer, 2007).

Por otro lado, en los ultimos afios se ha estado estudiando un tipo de técnica novedosa para el
aislamiento de Hb basado en particulas magnéticas de impresion molecular. Cinco de los estudios
de la Tabla 1 (N10 a N14) se basan en la generacion de nanoparticulas de diferentes materiales que
contengan sitios de reconocimiento y/o afinidad por las moléculas de Hb (Su et al., 2018; Wang et
al., 2018; Wang, Guan, et al., 2019; Wang, Tan, et al., 2019; Z. Zhang & Li, 2018) . Esta técnica
presenta una ventaja importante sobre el resto, ya que al acumular varias moléculas de Hb alrededor
de una particula (como un molde), esta puede ir generando una cépsula méas grande y saltarse
directamente al ensamblaje de los transportadores sin necesidad de realizar mas modificaciones
(Wang, Guan, et al., 2019). No obstante, cabe recalcar que la purificacién de Hb de estos estudios
no estaba enfocada directamente con el desarrollo de HBOCs, sino a la purificacion de Hb en otras
aplicaciones.

A continuacidn, cuatro de los estudios la Tabla 1 (N15 a N18) presentan variaciones de las
técnicas principales como TFF o cromatografia de afinidad (Cheng et al., 2008; Fan et al., 2023;

Stocker-Majd et al., 2008; Stojanovi¢ et al., 2012). Sin embargo, estos resultaron en técnicas mas
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complejas y con resultados menos eficaces (Stocker-Majd et al., 2008). Finalmente, el estudio N19
detalla la produccion y purificacién de Hb recombinante, esta técnica se presentd como una
propuesta interesante de alternativa al uso de sangre de origen animal y la produccién continua de
Hb. Sin embargo, dado que las células productoras son bacterias simples de E. coli dificulta
alcanzar las estructuras terciarias y cuaternarias de la Hb (Buehler & Alayash, 2008; Natarajan et
al., 2011).

Analizando la informacion obtenida en las Tablas 2 y 3, los autores buscan modificar o
encapsular a las moléculas de Hb para que sean funcionales en el torrente sanguineo. Este proceso
de ensamblaje debe aumentar el tiempo de circulacion de la Hb, mantener la estabilidad del
tetramero de Hb, y reducir los efectos secundarios de estos transportadores (Sen Gupta, 2019).

La modificacion méas simple y sencilla es la polimerizacion, tres de los estudios de la tabla 2
(N1 a N3) se basan en esta (Chen et al., 2023; Harrington & Wollocko, 2010; Jonathon S Jahr &
Varma, 2004). Los HBOCs basados en esta modificacion pertenecen a la primera generacion de
transportadores. Actualmente, existen productos comerciales cuyo uso ha sido aprobados por la
FDA, entre los principales se resalta a Polyheme, HemAssist, Oxyvita, Hemopure y Oxyglobin
(Chen etal., 2023). No obstante, a diferencia de los transportadores de segunda o tercera generacion,
estos presentan mucha méas probabilidad de extravasacion y creacion de inmunocomplejos
(Cabrales et al., 2009). Otros transportadores de primera generacion incluyen la Hb reticulada o
entrecruzada (cross-linking). Cinco de los estudios la Tabla 2 (N4 a N8) se basan en esta (Buehler
etal., 2006; Tao Li etal., 2017; Lu et al., 2005; Qi et al., 2016; Simoni et al., 2012). El objetivo de
esta técnica es dar estabilidad al transportador y mantener su estructura cuaternaria, generalmente
se usa complementaria a otra modificacion quimica (Tao Li et al., 2017). Es una técnica simple que
también cuenta con productos como HemoTech (Simoni et al., 2012), sin embargo, la mayoria de
transportadores en esta categoria como YQ23 o DCLHB se encuentran adn en estudios preclinicos

(Buehleretal., 2006; Tao Lietal., 2017; Lu et al., 2005). Los transportadores de primera generacion
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han estado asociados con varios efectos adversos como extravasacion de las moléculas,
vasoconstriccion, formacion de inmunocomplejos, desintegracion de la Hb en dimeros o
monomeros, entre otros (Charbe et al., 2022). Es por esto que si bien son técnicas sencillas, se debe
encontrar maneras de reducir estas complicaciones.

Por otro lado, los HBOCs de segunda generacion engloban a aquellos transportadores donde la
Hb esta asociada o conjugada con diferentes moléculas (Jia et al., 2016). Cinco de los estudios de
la Tabla 2 (N9 a N13) se basan en esta técnica (Bian & Chang, 2015; Paciello et al., 2016; Webster
et al., 2017; J. Zhang et al., 2018; Zheng et al., 2007). Las moléculas que pueden unirse a la Hb
pueden ser polimeros como dextrano (J. Zhang et al., 2018), proteinas como albimina (Zheng et
al., 2007) o enzimas como superoxido dismutasa (SOD), catalasas (CAT), y/o anhidrasa carbdnica
(CA) (Bian & Chang, 2015). Estas ultimas son especialmente significativas ya que buscan replicar
dos funciones importantes que realizan los eritrocitos de forma fisioldgica: la eliminacion de
radicales libres y el transporte de CO2 (Bian & Chang, 2015). En el estudio N13 de la Tabla 2
indican que la SOD y CAT pueden presentar ventajas sobre los otros transportadores ya que se
encargan de eliminar radiales libres de oxigeno incrementados durante los episodios de isquemia
(Bian & Chang, 2015). La SOD también disminuye el superéxido que forma peroxinitrato a partir
de oxido nitrico (NO), esto disminuye la vasoconstriccion generada por el 6xido de nitrato. De igual
manera, se ha evidenciado que existe un incremento intracelular de pCO2 durante episodios de
shock hipovolémicos y este tiene una relacion directa con el incremento de la mortalidad en estos
pacientes (Sims et al., 2001), de esta forma, la CA ayuda con la movilizacion de CO2 fuera de los
tejidos y con la regulacion del estado &cido-base de la sangre (Bian et al., 2011). EI complejo
PolyHb-SOD-CAT-CA es un tipo de HBOCs que esta siendo ampliamente estudiado debido a sus
beneficios, sin embargo, a diferencia de los primeros estudios, ain no cuenta con la aprobacion de

la FDA para su aplicacion clinica o comercializacion (Bian & Chang, 2015).



36

Los ultimos dos estudios de la Tabla 2 (N14 y N15) muestran un nuevo tipo de Hb libre que
tiene potencial como transportador de oxigeno. Estas son hemoglobinas acelulares que se
encuentran de forma natural en organismos como Arenicola marina (Zal et al., 2022) o Lumbricus
terrestris (Savla et al., 2020). En estas especies la Hb tiene un mayor peso molecular y pueden
circular libremente en su torrente, entregando oxigeno en los diferentes tejidos sin extravasarse (Zal
et al., 2022). A diferencia del resto de trabajos presentados en la Tabla 2, estos transportadores
presentan la ventaja de ser poco inmunogénicos y no necesitan modificaciones quimicas adicionales
para que sean funcionales (Savla et al., 2020; Zal et al., 2022). A diferencia de los estudios en
Lumbricus terrestris, la Hb aislada de Arenicola marina tiene una forma comercial aprobada por la
FDA enfocada para la conservacion de érganos destinados al trasplante (Zal et al., 2022). Si bien
son moléculas prometedoras, simples y eficaces, es necesario tener una investigacion mas profunda
sobre sus potenciales efectos adversos o sobre la forma de potenciarlos.

Los HBOCs encapsulados pertenecen a la tercera y Ultima generacion de transportadores
descritos en la Tabla 3. Estos surgen como una solucion a las limitaciones que presentaban los
transportadores de primera y segunda generacion de la Tabla 2 (Jia et al., 2016; Napolitano, 2009).
Cinco de los estudios de la Tabla 3 (N1 a N5) se enfocan en la evaporacion de disolvente por doble
emulsion, esta es una de las principales técnicas para la formacion de capsulas (Coll-Satue et al.,
2021; Liu et al., 2012; Qiu et al., 2003; Sheng et al., 2008; Zhao et al., 2007). Coll-Satue, et al.,
(2021)(Coll-Satue et al., 2021), indican que esta técnica se basa en la generacion de emulsiones, es
decir, la formacion de un sistema de dos fases liquidas que no son miscibles la una con la otra.
Comparado con las técnicas descritas en los ensayos N6 y N7 de la Tabla 3 (Kim et al., 2019;
Rameez et al., 2008), esta es una técnica sencilla, ampliamente usada para la encapsulacion de otras
moléculas, y es muy adaptable en cuanto al uso de diferentes materiales para su elaboracion de
acuerdo con la necesidad del ensayo (Liu et al., 2012). Sin embargo por el momento ningln

producto basado en esta técnica se encuentra en estudios clinicos.
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Otra técnica de encapsulacion es el autoensamblaje. Los estudios N6 (Kim et al., 2019) y N7
(Rameez et al., 2008) de la Tabla 3 se basan en esta metodologia. Si bien existen algunos
experimentos para encapsular farmacos que utilizan esta metodologia, el mecanismo de formacion
no esta completamente claro y no es una técnica sencilla de replicar (Rameez et al., 2008). Esto
explica por qué aln no se ha propuesto su uso en ensayos clinicos.

De igual forma, otra técnica que ha sido mas estudiada para la encapsulacion de Hb es el
ensamblado de capa por capa (Layer-by-layer method). Dos de los estudios de la tabla 3 (N8 y N9)
representan esta técnica, donde se forman capsula huecas en base a una plantilla (Duan et al., 2007;
Jiaetal., 2012). Al igual que la técnica de doble emulsién de los estudios 1 al 5, esta es una técnica
simple y ampliamente adaptable a diferentes materiales y formas. Estas caracteristicas la hacen
bastante significativa para que los transportadores puedan alcanzar capilares especialmente
pequefios, replicando la flexibilidad de los eritrocitos (Duan et al., 2007; Jia et al., 2012).

El estudio N10 de la Tabla 3 de (Pacheco et al., 2023) representa una técnica novedosa que
busca disminuir al minimo la respuesta inmune que algunos polimeros pueden generar; usando la
fibroina de seda como un biopolimero con mayor citocompatibilidad. Este ensayo usa una
modificacién de la evaporacién de solventes por doble emulsion y presenta resultados
prometedores. Adicionalmente, este tipo de biopolimero ha sido usado exitosamente en la
encapsulacion de otras drogas de uso oncolégico (H. Li et al., 2016). Si bien este tipo de capsulas
presentan una buena propuesta a futuro, es necesario realizar mas investigaciones sobre los efectos
secundarios de su uso ya que por el momento han sido probadas solo en modelos murinos.

A diferencia de las tablas anteriores, la Tabla 4 no se basa en estudios experimentales debido a
la informacion limitada sobre los vehiculos para administracion parenteral de los farmacos. La
revision de Manchanda et al. (2020) citada en la Tabla 4 explica los diferentes medios y sistemas
disponibles para la administracion de farmacos por via parenteral. Estos autores destacan que la

mayoria de los farmacos liquidos disponibles en el mercado estdn compuestos por agua de inyeccion
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ultrapura y excipientes acordes a las propiedades fisico-quimicas del farmaco y a la via de
administracion: subcutanea, intramuscular o intravenosa. Por lo tanto, los productos en el mercado
compuestos por agua ultrapura con electrolitos adicionales son comudnmente utilizados en
fluidoterapia y se denominan vehiculos acuosos (Jonathon S Jahr & Varma, 2004; Manchanda et
al., 2020). El farmaco aprovecha las propiedades inocuas y la alta compatibilidad de estos materiales
con el torrente sanguineo para llegar a su sitio de accién (MacDonald & Pearse, 2017). De hecho,
algunos transportadores como HemoPure, un HBOC aprobado por la FDA, utilizan lactato de
Ringer como vehiculo para la administracion farmacoldgica del producto (Jonathan S Jahr et al.,
2008);Jahr et al., 2008). Dado que la mayoria de los HBOC son hidrofilicos, se pueden utilizar
diferentes cristaloides para entregar el transportador al torrente sanguineo. Por otro lado, también
estan disponibles coloides, que son materiales mas pesados y comunmente utilizados para
resucitaciéon en casos de choque hipovolémico. Sin embargo, debido a su composicion, podrian
alterar la composicion quimica de los transportadores a menos que estos utilicen capsulas lipidicas
en lugar de polimeros. No obstante, no se dispone de informacion detallada sobre estas
interacciones. Otro producto ampliamente utilizado en el area experimental es el suero fetal bovino
(SFB), un producto sanguineo derivado de bovinos utilizado para enriquecer medios de crecimiento
celular (van der Valk et al., 2018). Dada su alta inocuidad y sus origenes, teéricamente deberia ser
compatible con el torrente sanguineo y podria funcionar como vehiculo. Sin embargo, esta funcion
del SFB aln no ha sido probada en ningun farmaco o biofarmaco.

Por otro lado, es importante recalcar que si bien existen técnicas mas novedosas, el factor
econdmico que implica el desarrollo de un farmaco complicado y poco eficaz, tiene efectos
negativos en la implementacion en el area de medicina veterinaria. Muchas veces este factor es el
que vuelve inaccesibles las terapias en muchos lugares. Asi mismo, la mayoria de los
transportadores aprobados por la FDA son principalmente de primera generacion, a pesar de que

presentan varios efectos adversos. Como se mencion0, uno de los efectos secundarios de los
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transportadores de Hb libre es la falla renal aguda y la acumulacién de inmunocomplejos (Charbe
et al., 2022; Chen et al., 2023). Dado que perros y gatos son especialmente sensibles a este tipo de
patologias, es necesario buscar alternativas. Por lo tanto, es importante que se realice una
investigacion mas profunda sobre los transportadores de segunda y tercera generacion a nivel de
ensayos preclinicos y clinicos para poder obtenerlos en el mercado para su aplicacion en animales
de compafiia. Como se analiz6 anteriormente, no es un proceso extremadamente complicado y

presentan menos efectos adversos que los transportadores de generaciones iniciales.

Conclusion

En conclusion, los HBOCs son un biofarmacos para los cuales existen diversas técnicas y materiales
para lograr su construccion y ensamblaje. Existen técnicas mucho mas simples y eficaces en
comparacion con otras, y asi mismo, cada una presenta ventajas y limitaciones propias de cada una.
Es importante conocer cada uno, para disefiar un prototipo de HBOC para aplicarlo exitosamente

en medicina veterinaria como una alternativa a las transfusiones sanguineas.
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