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DESCRIPCION

Composicién farmacéutica que contiene un vehiculo artificial de oxigeno.
Campo técnico de la invencion

La presente invencion se refiere a una composicidon farmacéutica que contiene un vehiculo artificial de oxigeno
capaz de adsorber y desorber oxigeno de manera reversible en un organismo vivo.

Mais especificamente, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que se utiliza en los campos
médicos para suministrar oxigeno a un sitio isquémico o un tejido tumoral o para infusién de sangre a un paciente
que sufre una hemorragia masiva, o se utiliza como una solucién de perfusién para almacenamiento de 6rganos, como
una solucién de circulacidn extracorpdrea, o como una solucién de cultivo de células; tiene una alta eficiencia de
transporte de oxigeno; tiene una presién osmética de coloides requerida, una presién osmética de cristaloides, pH, y
balance electrolitico apropiados; y contiene un complejo metdlico que tiene una estructura de porfirina.

Antecedentes de la invencion

Es sabido que una proteina plasmadtica, que es un coloide plasmadtico, juega un papel importante en el manteni-
miento de la cantidad de sangre en los vasos sanguineos de un organismo vivo. Por esta razén, hasta ahora, se han
aplicado técnicas para reemplazamiento de fluidos con un expansor de plasma que tiene una presién osmdtica de co-
loides aproximadamente igual a la de la sangre de un organismo vivo para la recuperacion del choque hemorragico de
un paciente. Sin embargo, en el caso en que un paciente sangra en una cantidad de 30% o mas de la sangre circulan-
te, se proporciona insuficiente oxigeno a los tejidos periféricos, por lo que el paciente requiere administracién de un
vehiculo de oxigeno ademads de un expansor de plasma.

Convencionalmente, se ha utilizado sangre natural que contienen eritrocitos naturales o una solucién concentra-
da de eritrocitos se ha utilizado como un vehiculo de oxigeno de este tipo. Sin embargo, con objeto de evitar la
coagulacién sanguinea causada por la reaccién antigeno-anticuerpo, se requiere que el tipo de sangre de un donante
coincida con el de un receptor y se realice una compatibilidad cruzada durante su empleo. Adicionalmente, el periodo
de almacenamiento eficaz de dicha sangre natural o solucién concentrada de eritrocitos es tan breve como 3 semanas
(4°C). La sangre congelada capaz de almacenamiento a largo plazo presenta problemas tales como su elevado coste y
la aparicién de hemolisis por choque de presién osmética cuando se utiliza. Ademads, la existencia de enfermedades
infecciosas tales como hepatitis y el sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida constituia también un problema.

Con objeto de resolver los problemas arriba mencionados, se han descrito ya los estudios siguientes: un estudio
sobre un vehiculo artificial de oxigeno compuesto de una emulsion de fluorocarbonos (JP 60-33367); un estudio sobre
un sustituto de sangre para prolongar el tiempo de retencién de la hemoglobina (tal como hemoglobina humana,
hemoglobina bovina, y hemoglobina recombinante, abreviada en lo sucesivo como Hb), que es una hemo-proteina
que tiene funciones de adsorcién y desorcién de oxigeno reversiblemente y de disociacién, en la sangre circulante por
fijacién de polietilenglicol (abreviado en lo sucesivo como PEG) o andlogos a la hemoglobina para modificacién (JP
2-6337); o anélogos.

Sin embargo, la capacidad de transporte de oxigeno del vehiculo artificial de oxigeno compuesto de una emulsion
de fluorocarbonos depende de un fenémeno fisico de disociacién de oxigeno en el fluorocarbono. Por esta razén, la
capacidad de transporte de oxigeno es insuficiente. Un sustitutivo de sangre en el cual Hb esté fijada a PEG o anédlogos
ha representado también un problema de tiempo insuficiente de retencion de la hemoglobina.

El desarrollo de una infusién de oxigeno que utilice Hb tal como Hb intramolecular de reticulacién, Hb fijada aun
polimero soluble en agua, o Hb de polimerizacion intermolecular de reticulacién ha sido sugerido. Sin embargo, se ha
encontrado que la infusién de oxigeno presenta varios efectos secundarios causados por la estructura no celular.

Las razones de que Hb esté encapsulada naturalmente en la membrana de los eritrocitos se muestran en los parrafos
siguientes:

1) permitir el control de una presiéon osmoética de coloides por estar encapsulada por la membrana de los eritro-
citos, debido a que la presién osmética de coloides de una solucién de Hb excede de un valor fisiolégico cuando la
concentracién de Hb es 5% o mis;

2) suprimir los efectos secundarios por la encapsulacién de hemoglobina que tiene actividad fisioldgica elevada en
la membrana;

3) retener diversos compuestos de fosfato o un sistema glicélisis/reductasa para mantener las funciones de Hb tales
como la afinidad para el oxigeno y estabilidad de un complejo de oxigeno en el mismo sistema; y

4) presentar la ventaja de que un sistema dispersado de hemocitos, que es un fluido no newtoniano, exhibe una
funcién fisiolégica por formar un flujo distintivo cuando el mismo circula en el cuerpo (particularmente en los vasos
sanguineos periféricos).
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Considerando tales funciones primarias de la estructura de los eritrocitos, estd claro que un sistema de dispersion
que contenga particulas formadas por encapsulacién de Hb en una cdpsula es adecuado como la infusién de oxigeno.

Por otra parte, se ha descubierto que un fosfolipido que es un componente bioldgico forma una estructura vesicu-
lar independientemente, y muchas instituciones han realizado estudios sobre una vesicula de hemoglobina desde que
Djordjevich y Miller iniciaron investigaciones acerca de una vesicula de hemoglobina utilizando un liposoma com-
puesto de fosfolipido/colesterol/acido graso. El uso de la vesicula de hemoglobina presenta ventajas en el sentido de
que 1) puede utilizarse hemoglobina natural sin tratamiento, 2) los efectos secundarios causados por la hemoglobina
pueden suprimirse, 3) la viscosidad, presion osmoética de coloides, o afinidad para el oxigeno pueden ajustarse a un
valor arbitrario, y 4) el tiempo de retencion de la sangre en el cuerpo puede prolongarse.

Se han realizado diversas investigaciones para una hemoglobina encapsulada en liposoma en el cual la hemoglobina
estd encapsulada dentro de la capa de un liposoma compuesto de una membrana lipidica bicapa (JP 52/152718, JP 58-
183625, y JP 61-37735). Sin embargo, una suspension de hemoglobina encapsulada en liposoma de este tipo tiene
una presion osmética de coloides extremadamente baja, por lo que no puede esperarse el efecto del mantenimiento o
aumento de la cantidad de sangre circulante aun cuando la suspensién se administre al vaso sanguineo de un organismo
vivo.

Como alternativas para resolver los defectos arriba mencionados, se ha descrito sangre artificial que tiene a la vez
una capacidad de transporte de oxigeno y un efecto expansor del plasma, que se forma por suspensién de hemoglobina
encapsulada en liposoma en una solucién acuosa de un expansor de plasma (US 4.133.874 y JP 4-5242).

Sin embargo, para la sangre artificial descrita en US 4133874, la hemoglobina encapsulada en liposoma tiende a
agregarse en la solucion acuosa del expansor de plasma. Por esta razdn, la viscosidad de la suspension se hace alta, de
tal modo que la suspensién presenta dificultad para la administracién intravenosa y por consiguiente existe el riesgo
de que el liposoma se agregue causando embolizacién en un vaso sanguineo.

Con objeto de suprimir una interaccion entre una vesicula de hemoglobina y una proteina en la sangre, la sangre
artificial descrita en JP 4-5242 suprime una interaccién entre una vesicula de hemoglobina y un expansor de plasma
por utilizacién de un vehiculo de oxigeno en el cual PEG estd fijado a la superficie de la vesicula de hemoglobina (es
decir, fosfolipido) (JP 2-149512 o JP 3-218309).

Sin embargo, es sabido que cuando un polimero soluble en agua tal como PEG (sinénimo con polioxietileno) se
fija a un diacil-fosfolipido tal como fosfatidiletanolamina que es un componente principal de la membrana celular de
un organismo vivo en general, el diacil-fosfolipido fijado al polimero soluble en agua se desorbe de una vesicula de
membrana bicapa de fosfolipido (J.R. Silvius y M.J. Zuckermann. Biochemistry, 32, 3153, 1993 y JP 2001-64383,
parrafo 004).

Una composicién farmacéutica que contiene el vehiculo artificial de oxigeno arriba mencionado presentaba los
problemas siguientes: la administracién de la composicién a un organismo vivo sin proporcionar una presiéon osmética
de coloides causa un sintoma de choque. Ademads, en el caso en que el balance de electrélitos difiere de un balance de
electrélitos fisioldgico, se produce hemdlisis o angiitis debida a la angialgia cuando la composicién farmacéutica se
administra al organismo vivo o a una diferencia entre las presiones osmdticas de cristaloides. Adicionalmente, cuando
el pH de la infusién artificial de oxigeno es mayor que el pH fisiolégico, se causa facilmente alcalosis, mientras que
cuando el pH de una infusidn artificial de oxigeno es menor que el pH fisiolégico, se causa facilmente acidosis.

Sumario de la invencién

Un objeto de la presente invencién es proporcionar una composicion farmacéutica que tiene una eficiencia elevada
de transporte de oxigeno; y tiene una presiéon osmética de coloides requerida y una presién osmética de cristaloides,
pH, y balance de electrélitos apropiados.

Los autores de la presente invencidn han realizado un estudio extenso para conseguir el objeto arriba menciona-
do. Como resultado, los autores de la presente invencién han encontrado que el objeto puede conseguirse por una
composicién farmacéutica caracterizada porque comprende:

(1) un conjugado de

(a) un complejo metdlico que tiene una estructura de porfirina y
(b) una albimina, y

(ii) un electrolito,

que comprende opcionalmente ademds como minimo una sustancia seleccionada del grupo constituido por un
compuesto capaz de proporcionar una presion osmética de coloides, un sacarido, un aminoacido, un antioxidante, un
ajustador de pH, y un agente isotonizante, y que comprende ademds opcionalmente una hemoglobina encapsulada

en liposoma en la cual la hemoglobina estd encapsulada en un liposoma, y se ha completado la presente invencion.
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Adicionalmente, los autores de la presente invencién han concentrado su atencién en el hecho de que una solucién de
una preparacion que incluye un conjugado de un complejo metélico que tiene una estructura de porfirina y albimina
tiene una presion osmotica de coloides, que se incorpora en la presente invencion.

Es decir, la presente invencion se refiere a los puntos siguientes:
(1) una composicion farmacéutica caracterizada porque comprende
(i) un conjugado de
(a) un complejo metélico que tiene una estructura de porfirina y
(b) una albimina, y
(i1) un electrdlito;

(2) La composicién farmacéutica de acuerdo con el punto 1, en donde el complejo metdlico es un complejo de
hierro (II);

(3) una composicion farmacéutica de acuerdo con el punto 1 6 2, en donde la albimina se selecciona de plasma
humano, seroalbimina humana, proteina de plasma humano calentada, seroalbimina humana recombinante, seroal-
buimina derivada de animales y seroalbimina derivada de animales recombinante;

(4) una composicién farmacéutica de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 3, en donde el electrélito se
selecciona del grupo constituido por sales de sodio que comprenden cloruro de sodio, hidrogenocarbonato de sodio,
citrato de sodio y lactato de sodio, sales de potasio que comprenden cloruro de potasio, acetato de potasio, gluconato
de potasio, hidrogenocarbonato de potasio, glicerofosfato de potasio, sulfato de potasio, lactato de potasio, yoduro de
potasio, dihidrogenofosfato de potasio, hidrogenofosfato dipotésico, citrato de potasio, una sal potdsica de aminoécido,
propionato de potasio, y S-hidroxibutirato de potasio, sales de calcio que comprenden cloruro de calcio, gluconato de
calcio, lactato de calcio, glicerofosfito de calcio, pantotenato de calcio, y acetato de calcio, sales de magnesio que
comprenden cloruro de magnesio, sulfato de magnesio, glicerofosfato de magnesio, acetato de magnesio, lactato de
magnesio, y una sal magnésica de aminodcido, sales de amonio que comprenden cloruro de amonio, sales de cinc
que comprenden sulfato de cinc, cloruro de cinc, gluconato de cinc, lactato de cinc, y acetato de cinc, sales de hierro
que comprenden sulfato de hierro, cloruro de hierro, y gluconato de hierro, sales de cobre que comprenden sulfato de
cobre, y sales de manganeso que comprenden sulfato de manganeso;

(5) una composicién farmacéutica de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 4 que comprende adicional-
mente al menos una sustancia seleccionada del grupo constituido por:

un compuesto capaz de proporcionar una presiéon osmdtica de coloides que incluye un dextrano, un derivado
de dextrano, hidroxietil-almidén, hidroxipropil-almidén, gelatina, PEG, polivinil-pirrolidona, carboximetilcelulosa,
goma arabiga, glucosa, y una dextrosa;

un sacérido;

un aminoéacido;

un antioxidante que incluye acido ascérbico, 4cido eritérbico, tioglicerol, a-tioglicerina, citrato de isopropilo,
1,3-butilenglicol, un sulfito de amino4cido, butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT), galato de propilo,
palmitato de ascorbilo, vitamina E y derivados de 1a misma, guayaco, dcido nordihidroguayarético (NDGA), ésteres L-
ascorbato-estearato, lecitina de soja, 4cido palmitico, dcido ascérbico, benzotriazol, y penta-eritritil-tetraquis[3-(3,5-
di-t-butil-4-hidroxifenil)-propionato]2-mercaptobencimidazol;

un ajustador de pH;

y un agente isotonizante que incluye dcido aminoetilsulfénico, cloruro de benzalconio, sacaridos, alcoholes-azicar,
acido citrico, nicotinamida, propilenglicol, alcohol bencilico, bérax, acido fosférico, y macrogol 4000;

(6) una composicién farmacéutica de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 5 que comprende adicional-
mente una hemoglobina encapsulada en liposoma;

(7) la composicion farmacéutica de acuerdo con el punto 6, en donde el liposoma contiene un conjugado de un
lipido no fosfolipidico y un polialquilenglicol;

(8) la composicién farmacéutica de acuerdo con el punto 6 6 7, en donde la hemoglobina es una hemoglobina
recombinante;
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(9) la composicién farmacéutica de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 8, en donde la composicién es
un liquido que tiene una presién osmdtica de coloides de aproximadamente 1 a 50 mmHg, una presién osmética de
cristaloides de aproximadamente 50 a 500 mOsm, P50 de aproximadamente 1 a 50 Torr, y un pH de aproximadamente
5,6 a8,0;

(10) la composicién farmacéutica de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (1) a (9), en donde la composicién
se utiliza para infusién de sangre cuando se produce una hemorragia; y

(11) Ia composicién farmacéutica de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (1) a (9), en la cual la composicién
se utiliza en una solucién de perfusién para almacenamiento de 6rganos, una solucién de circulacidn extracorpérea, o
una solucién de cultivo de células.

Breve descripcion de los dibujos

Fig. de referencia 1. Un grafico que muestra el efecto de mejora de acuerdo con el Ejemplo Experimental de
Referencia 1 sobre la disminucién de la presion sanguinea.

Fig. de referencia 2. Un grifico que muestra el efecto de mejora de acuerdo con el Ejemplo Experimental de
Referencia 1 sobre el aumento de la presion parcial de oxigeno en la sangre arterial.

Fig. de referencia 3. Un grifico que muestra el efecto de mejora de acuerdo con el Ejemplo Experimental de
Referencia 1 sobre el nivel de 4cido lactico.

Fig. 4. Un grafico que muestra el efecto de mejora de la presente invencién sobre la disminucién de la presion
sanguinea.

Fig. 5. Un grifico que muestra el efecto de mejora de la presente invencion sobre la disminucién de la presion
parcial de oxigeno en sangre venosa.

Descripcion detallada de la invencion

Una composicioén farmacéutica de la presente invencién incluye una composicién que tiene forma liquida, sélida,
o de gel. Entre ellas, se prefiere una composicion que tiene forma liquida.

Ejemplos especificos del vehiculo artificial de oxigeno incluyen un conjugado de un complejo metdlico que tie-
ne una estructura de porfirina y albimina, o una mezcla o conjugado con una hemoglobina encapsulada en lipo-
soma.

El complejo metélico que tiene estructura de porfirina se refiere a un complejo metdlico en el cual un metal cen-
tral esta coordinado con un anillo de porfirina e incluye todos los compuestos que tienen una capacidad reversible de
fijacion de oxigeno. El metal central del complejo metélico es preferiblemente hierro, cobalto, o cromo; més preferi-
blemente, hierro (II) o cobalto (II).

La hemoglobina encapsulada en liposoma (abreviada en lo sucesivo como HbV) hace referencia a un compuesto
en el cual la hemoglobina estd encapsulada en un liposoma.

El término Aliposome@ hace referencia tipicamente a una vesicula cerrada que estd formada por lipidos acumu-
lados membranosamente (sic) y una fase acuosa en el interior de la misma. Sin embargo, en la presente invencion, el
término se refiere particularmente a todas las particulas finas formadas por lipidos acumulados con indiferencia de si
el liposoma tiene la fase acuosa en su interior. Entretanto, la estructura del liposoma de la presente invencién no esta
limitada tampoco particularmente, si no que puede ser un liposoma multicapa o un liposoma monocapa.

El tamaifio del liposoma de la presente invencién no estd limitado particularmente, pero el liposoma puede tener
un tamafio de particula medio volumétrico de aproximadamente 10 a 5.000 nm, con preferencia aproximadamente 30
a 500 nm. El tamafio de particula medio volumétrico del liposoma puede determinarse basdndose en un principio tal
como un principio de dispersién dindmica de la luz.

El lipido formador del liposoma de la presente invencion no estd limitado particularmente, y puede ser un lipido
conocido. Ejemplos del lipido incluyen un glicolipido, esteroles, un dcido graso, un fosfolipido, un derivado de alquil-
aminodcido anfipdtico, un dialquildimetilamonio, un poliglicerol-alquil-éter, un polioxi-etileno-alquiléter, o andlogos
(Liposome Technology, 2% edicién, vol. 1, 141, 1993), un copolimero de bloques anfipatico tal como un copolimero
de bloques polioxietileno-4cido polildctico (JP 6-508831B), alquilaminas de cadena larga (tales como tetradecilamina,
hexadecilamina, y estearilamina), e hidrazidas de dcidos grasos de cadena larga (tales como miristato de hidrazida,
palmitato de hidrazida, y estearato de hidrazida).
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Ejemplos del glicolipido incluyen un gliceroglicolipido y un esfingoglicolipido. Ejemplos de glicolipidos inclu-
yen digalactosil-diglicéridos (tales como digalactosil-dilauril-glicérido, digalactosil-dimiristoil-glicérido, digalactosil-
dipalmitoil-glicérido, y digalactosil-diestearoil-glicérido) y galactosil-diglicéridos (tales como galactosil-dilauril-gli-
cérido, galactosil-dimiristoil-glicérido, galactosil-dipalmitoil-glicérido, y galactosil-diestearoil-glicérido). Ejemplos
del esfingoglicolipido incluyen galactosil-cerebrésido, lactosil-cerebrésido, y gangliésido.

Ejemplos de los esteroles incluyen colesterol, colesterol-hemisuccinato, 38-[N-(N=,N=-dimetilaminoetano)-car-
bamoil]colesterol, ergosterol, y lanosterol.

En la presente invencién, dichos lipidos pueden utilizarse aisladamente o en combinacién de dos o mds de los
mismos.

Ejemplos del fosfolipido incluyen fosfolipidos naturales o sintéticos tales como fosfatidilcolina, fosfatidiletanola-
mina, fosfatidilserina, dcido fosfatidico, fosfatidilglicerol, fosfatidilinositol, lisofosfatidilcolina, esfingomielina, leci-
tina de yema de huevo, lecitina de soja, y un fosfolipido hidrogenado.

El liposoma de la presente invencidn estd compuesto de modo particularmente preferible de un conjugado formado
por unién de un lipido no fosfolipidico a un polialquilenglicol.

El polialquilenglicol es preferiblemente un compuesto que tiene una cadena alquileno con aproximadamente 2 a 6
atomos de carbono. Ademads, la cadena alquileno puede estar sustituida con un sustituyente, que no es perjudicial para
la presente invencion, tal como un grupo hidroxilo, un grupo carboxilo, un grupo amino, y un grupo alcoxi. Especifi-
camente, pueden utilizarse por ejemplo PEG y polipropilenglicol. Entre ellos, puede utilizarse preferiblemente PEG.
El peso molecular del polialquilenglicol a utilizar puede ser un peso molecular medio numérico de aproximadamente
200 a 4.000.000, con preferencia aproximadamente 1000 a 50.000. De modo particularmente preferible, PEG tiene el
peso molecular mencionado anteriormente cuando se utiliza PEG.

En la presente invencion, el contenido de polialquilenglicol es con preferencia aproximadamente 0,1 a 30% molar
con relacién a la cantidad total de lipidos que componen un liposoma.

La hemoglobina a utilizar en la presente invencién puede incluir hemoglobina derivada de diversos organismos
vivos y hemoglobina recombinante. Se prefiere la hemoglobina recombinante.

Ejemplos del conjugado de un complejo metdlico que tiene una estructura de porfirina y albimina incluyen
una infusién de oxigeno en la cual un derivado de tetrafenilporfirina-hierro tal como 2-[8-{N-(2-metilimidazolil)}-
octanoiloximetil]-5,10,15,20-tetraquis(a,@,@,@-o-pival-oilamino)fenilporfinato-hierro (II) estd incluido en una bolsa
hidr6foba de albimina humana o albimina recombinante (a la que se hace referencia como albimina-hemo (E. Tsu-
chida, et al., Bioconjugate Chemistry, vol. 8, 534-538, 1997).

Ejemplos del complejo metélico que tiene una estructura de porfirina a utilizar en la presente invencién incluyen
tetrafenilporfirina, protoporfirina, octaalquil-porfirina, y derivados de los mismos. Se prefiere un derivado de proto-
porfirina.

Ejemplos de la albimina a utilizar en la presente invencién incluyen seroalbimina humana, seroalbtimina deri-
vada de animales, seroalbimina recombinante derivada de animales, seroalbimina recombinante humana (rHSA), y
multimeros de las mismas. Desde los puntos de vista de la prediccién de infecciones o andlogos, es particularmente
preferible rHSA.

En la presente invencion, el término AP50@ hace referencia a una presion parcial de oxigeno en el caso en que la
tasa de fijacion de hemoglobina a oxigeno es 50%. El ajuste de P50 a 1 hasta 50 Torr puede producir un vehiculo de
oxigeno que tenga una capacidad normal de adsorcién y desorcion de oxigeno en un organismo Vivo.

Cuando la composicién farmacéutica de la presente invencién no contiene compuesto alguno capaz de proporcionar
una presion osmotica de coloides, la presion osmoética de coloides es aproximadamente 0 mmHg, mientras que cuando
la composicién farmacéutica de la presente invencién contiene un compuesto capaz de proporcionar una presion
osmoética de coloides (con inclusidon de un conjugado de un complejo metdlico que tiene una estructura de porfirina y
una proteina), los efectos adversos sobre un organismo vivo pueden prevenirse por ajuste de la presién osmética de
coloides a aproximadamente 1 hasta 50 mmHg. Adicionalmente, la composicién farmacéutica de la presente invencién
tiene una presioén osmdtica de cristaloides de aproximadamente 50 a 5.000 mOsm, con preferencia aproximadamente
50 a 500 mOsm. Ademis, la composicién farmacéutica de la presente invencién tiene preferiblemente un pH de
aproximadamente 5,6 a 8,0.

El compuesto capaz de proporcionar una presiéon osmdtica de coloides de la presente invencién puede incluir di-
versos polimeros a utilizar para propdsitos medicinales con tal que el mismo tenga una presion osmética de coloides.
Ejemplos del compuesto incluyen un dextrano (v.g., un dextrano de peso molecular bajo), un derivado de dextrano
(v.g., carboximetil-dextrano, carboxidextrano, dextrano catidnico, y sulfato de dextrano), hidroxietil-almidén, hidro-
xipropil-almidén, gelatina (v.g. gelatina modificada), albimina (v.g., plasma humano, seroalbimina humana, proteina
plasmadtica humana calentada, y seroalbimina humana recombinante), PEG, polivinil-pirrolidona, carboximetilcelu-
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losa, goma ardbiga, glucosa, una dextrosa (v.g., monohidrato de glucosa), oligosacaridos (v.g., oligosacarido), un pro-
ducto de degradacion de polisacdrido, un aminodcido, y un producto de degradacion de proteinas. Entre los mismos,
son particularmente preferibles dextrano de peso molecular bajo, hidroxietil-almidén, gelatina modificada, y albimina
recombinante.

El electrdlito a utilizar en la presente invencion incluye tipicamente diversos electrélitos a utilizar para propdsitos
medicinales. Ejemplos del electrélito incluyen sales de sodio (v.g., cloruro de sodio, hidrogenocarbonato de sodio,
citrato de sodio, lactato de sodio, sulfato de sodio, dihidrogenofosfato de sodio, hidrogenofosfato disédico, acetato de
sodio, glicerofosfato de sodio, carbonato de sodio, una sal de sodio de aminodcidos, propionato de sodio, S-hidroxi-
butirato de sodio, y gluconato de sodio), sales de potasio (v.g., cloruro de potasio, acetato de potasio, gluconato de
potasio, hidrogenocarbonato de potasio, glicerofosfato de potasio, sulfato de potasio, lactato de potasio, yoduro de
potasio, dihidrogenofosfato de potasio, hidrogenofosfato dipotasico, citrato de potasio, una sal potasica de aminoéci-
do, propionato de potasio, y S-hidroxibutirato de potasio), sales de calcio (v.g. cloruro de calcio, gluconato de calcio,
lactato de calcio, glicerofosfito de calcio, pantotenato de calcio, y acetato de calcio), sales de magnesio (v.g. cloruro
de magnesio, sulfato de magnesio, glicerofosfato de magnesio, acetato de magnesio, lactato de magnesio, y una sal
magnésica de aminodcido, sales de amonio (v.g. cloruro de amonio), sales de cinc (v.g. sulfato de cinc, cloruro de
cinc, gluconato de cinc, lactato de cinc, y acetato de cinc), sales de hierro (v.g. sulfato de hierro, cloruro de hierro, y
gluconato de hierro), sales de cobre (v.g. sulfato de cobre), y sales de manganeso (por ejemplo, sulfato de manganeso).
Entre ellas, son particularmente preferibles cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de magnesio, hidrogenofos-
fato disédico, hidrogenofosfato dipotésico, dihidrogenofosfato de potasio, lactato de sodio, acetato de sodio, citrato
de sodio, acetato de potasio, glicerofosfato de potasio, gluconato de calcio, cloruro de calcio, sulfato de magnesio, y
sulfato de cinc.

Los sacdridos a utilizar en la presente invencién incluyen tipicamente diversos sacdridos a utilizar para propdsitos
medicinales. Ejemplos de los sacaridos incluyen glucosa, fructosa, xilitol, sorbitol, manitol, dextrina, glicerina, sa-
carosa, trehalosa, glicerol, maltosa, lactosa y eritritol. Entre ellos, son particularmente preferibles glucosa, fructosa,
xilitol, sorbitol, manitol, dextrina, glidina y sacarosa.

El aminodcido a utilizar en la presente invencién incluye tipicamente diversos aminodcidos a utilizar para prop6-
sitos medicinales, y sales de los mismos. Ejemplos de los mismos incluyen lisina, hidrocloruro de lisina, acetato de
lisina, asparagina, glutamina, dcido aspartico, dcido glutdmico, serina, treonina, tirosina, metionina, cistina, cisteina,
hidrocloruro de cisteina, malato de cisteina, homocisteina, isoleucina, leucina, fenilalanina, triptéfano, valina, argini-
na, hidrocloruro de arginina, histidina, hidrocloruro de histidina, alanina, prolina, d4cido aminoacético, y sales de los
mismos. Entre ellos, son particularmente preferibles lisina, asparagina, glutamina, dcido aspdrtico, 4cido glutdmico,
serina, treonina, tirosina, metionina, cistina, cisteina, homocisteina, y dcido aminoacético.

El antioxidante a utilizar en la presente invencion incluye tipicamente diversos antioxidantes a utilizar para prop6-
sitos medicinales. Ejemplos del antioxidante incluyen hidrogenosulfito de sodio, sulfito de sodio, pirosulfito de sodio
(v.g., metabisulfito de sodio), rongalita (CH20HSO2Na), 4cido ascorbico, ascorbato de sodio, dcido eritérbico, eritor-
bato de sodio, cisteina, hidrocloruro de cisteina, homocisteina, glutatién, tioglicerol, a-tioglicerina, edetato de sodio,
acido citrico, citrato de isopropilo, dicloroisocianurato de potasio, tioglicolato de sodio, pirosulfito de sodio, 1,3-buti-
lenglicol, etilenodiaminatetraacetato de disodio y calcio, etilenodiaminatetraacetato disédico, un sulfito de aminoacido
(v.g. sulfito de L-lisina), butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT), galato de propilo, palmitato de ascor-
bilo, vitamina E y derivados de la misma (v.g., dl-a-tocoferol, acetato de tocoferol, vitamina E natural, d-é-tocoferol,
tocoferol mixto, y trolox), guayaco, dcido nordihidroguayarético (NDGA), ésteres L-ascorbato-estearato, lecitina de
soja, dcido palmitico, dcido ascérbico, benzotriazol, y pentaeritritil-tetraquis[3-(3,5-di-t-butil-4-hidroxifenil)propio-
nato]-2-mercaptobencimidazol. Entre éstos, se prefieren hidrogenosulfito de sodio, sulfito de sodio, 4cido ascérbico,
homocisteina, dl-a-tocoferol, acetato de tocoferol, glutatidn, y trolox.

El ajustador de pH a utilizar en la presente invencion incluye tipicamente diversos ajustadores de pH a utilizar
para propdsitos medicinales. Ejemplos de ajustadores de pH acidos incluyen acido adipico, caseinato de sodio, 4cido
clorhidrico, dcido clorhidrico diluido, dcido sulftrico, sulfato alumino-potasico, 4cido citrico, dihidrogeno-citrato de
sodio, glicina, glucono-d-lactona, acido glucénico, gluconato de sodio, dihidrogenofosfato de sodio cristalino, acido
succinico, dcido acético, acetato de amonio, dcido tartdrico, dcido D-tartdrico, dcido lactico, dcido acético glacial,
fumarato monosdédico, propionato de sodio, dcido bérico, borato de amonio, dcido maleico, 4cido malénico, dcido mé-
lico, fosfato disédico anhidro, 4cido metanosulfénico, dcido fosférico, y dihidrogenofosfatos (v.g., dihidrogenofosfato
de potasio y dihidrogenofosfato de sodio). Entre ellos, se prefieren acido clorhidrico, 4cido citrico, dcido succinico,
acido acético, acido lactico, dcido acético glacial, 4cido fosférico, dihidrogenofosfato de potasio, y dihidrogenofosfato
de sodio.

Ejemplos de ajustadores de pH alcalinos incluyen amoniaco acuoso, carbonato de sodio seco, citrato de sodio,
acetato de sodio, diisopropanolamina, L-tartrato de sodio, lactatos (v.g., lactato de calcio y lactato de sodio), bérax,
maleato de sodio, malonato de sodio, malato de sodio, hidréxido de potasio, hidréxido de calcio, hidréxido de sodio,
hidréxido de magnesio, hidrogenocarbonato de sodio, carbonato de sodio, triisopropanolamina, monoetanolamina,
trietanolamina, acetato de sodio anhidro, monohidrogenofosfato de sodio anhidro, meglumina, fosfatos (v.g., fosfato
trisédico), sales de sodio de barbital, e hidrogenofosfatos (v.g., hidrogenofosfato disédico e hidrogenofosfato dipota-
sico). Entre ellos, son particularmente preferibles acetato de sodio, hidréxido de sodio, hidrogenocarbonato de sodio,
carbonato de sodio, fosfato trisédico, hidrogenofosfato disédico e hidrogenofosfato dipotasico.
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El pH de la composicién farmacéutica de la presente invencién puede ajustarse por borboteo de diéxido de carbono
£ase0so.

El agente isotonizante a utilizar en la presente invencion incluye tipicamente diversos agentes isotonizantes a utili-
zar para propositos medicinales. Ejemplos del agente isotonizante incluyen dcido aminoetilsulfénico, hidrogenosulfito
de sodio, cloruro de potasio, cloruro de calcio, cloruro de sodio, cloruro de benzalconio, cloruro de magnesio, sacdri-
dos (v.g., lactosa, glicerina concentrada, glucosa, fructosa, xilitol, y glicerina), alcoholes-azicar (v.g., D-sorbitol y D-
manitol), 4cido citrico, citrato de sodio, dihidrogenofosfato de sodio cristalino, bromuro de calcio, bromuro de sodio,
hidréxido de sodio, solucién salina fisioldgica, tartrato de sodio dihidratado, hidrogenocarbonato de sodio, nicotinami-
da, soluciones de lactato de sodio, propilenglicol, alcohol bencilico, dcido bérico, bérax, pirofosfato de sodio anhidro,
dcido fosférico, hidrogenofosfato disédico, dihidrogenofosfato de potasio, dihidrogenofosfato de sodio, y Macrogol
4000. Entre ellos, son particularmente preferibles cloruro de potasio, cloruro de sodio, glicerina concentrada, hidroge-
nofosfato disédico, y dihidrogenofosfato de potasio.

El método de produccién de la composicion farmacéutica de la presente invencién puede incluir diversos métodos
conocidos.

El método de preparacién de la hemoglobina encapsulada en liposoma puede ser cualquier método conocido tal
como un método de evaporacion en fase inversa, un método de extrusion a alta presién, y un método que utiliza un
microfluidizador. Con objeto de prevenir la desnaturalizacién de la hemoglobina, la preparacion de la hemoglobina
encapsulada en liposoma se realiza preferiblemente a una temperatura baja de 10°C o inferior.

Adicionalmente, el método de preparacién del conjugado de un complejo metilico que tiene una estructura de
porfirina y una proteina puede seleccionarse entre diversos métodos conocidos. Ejemplos del método incluyen un
método de preparacién de una hemo-albimina descrito en E. Tsuchida, et al., Bioconjugate Chemistry, vol. 8, 534-
538, 1997).

El liposoma a utilizar en la presente invencién puede producirse de acuerdo con diversos métodos conocidos.
Cuando se produce un liposoma que contiene un conjugado de un polialquilenglicol y un lipido, el polialquilenglicol
se une tipicamente al lipido por una molécula espaciadora. La molécula espaciadora no estd limitada particularmente
con tal que la misma pueda unirse a la vez a un polialquilenglicol y a un lipido. Ejemplos de la molécula espaciadora
incluyen un aminoécido y 4cido succinico. Un aminodcido particularmente preferido es un aminoécido trifuncional
que tiene un solo grupo funcional reactivo en la parte del nicleo y tiene grupos funcionales reactivos en los dos
terminales de las ramas respectivas. Ejemplos del aminodcido incluyen lisina, asparagina, glutamina, dcido aspdrtico,
acido glutdmico, serina, treonina, y tirosina. Entre ellos, es mas preferible un aminodcido trifuncional que tenga un
primer grupo funcional reactivo en la parte del nicleo y tenga el mismo segundo grupo funcional en los dos terminales
ramificados respectivos (tal como lisina, glutamina, o asparagina que tiene un grupo carboxi terminal y dos grupos
amino terminales; o tal como 4cido aspartico o 4cido glutdmico que tiene un solo grupo amino terminal y dos grupos
carboxilo terminales).

La hemoglobina a utilizar en la presente invencién se prepara deseablemente por eliminacidn del estroma de un
eritrocito humano, y el pH de una solucién de hemoglobina se ajusta deseablemente a 7,0 hasta 7,5. Para ajuste del
pH de la solucién de hemoglobina, puede utilizarse una solucién acuosa de hidréxido de sodio, carbonato de sodio
o hidrogenocarbonato de sodio. El ajuste del pH puede realizarse también por adicién de un tampén a la solucién de
hemoglobina. Ejemplos del tampén incluyen Tris, bis-Tris, HEPES y un tamp6n de fosfatos inorgdnicos o andlogos.
La hemoglobina recombinante puede prepararse también de la misma manera que anteriormente.

La composicién farmacéutica de la presente invencién puede aplicarse en todos los campos en los que se requieren
vehiculos de oxigeno. Por ejemplo, la composicién puede administrarse a un organismo vivo para suministrar oxigeno
a un sitio de isquemia o un tejido tumoral o para infusiéon de sangre cuando se produce una hemorragia. Alternati-
vamente, la composicion puede utilizarse como una solucién de perfusion para almacenamiento de 6rganos, como
solucién de circulacién extracorporea, o como una solucién de cultivo de células.

Ejemplos

A continuacién, la presente invencién se describird con mayor detalle mediante ejemplos.

Ejemplo de Referencia 1

Homocisteina (abreviada en lo sucesivo como Hcy) y aproximadamente una cantidad molar triple (con relacién a
Hb) de una solucién de 5=-fosfato (sic) de piridoxal (abreviado en lo sucesivo como PLP) (disolvente: una solucién
acuosa de NaOH) se afiadieron a una solucién de Hb ([Hb]: 40 g/dl). Subsiguientemente, se ajusté la mezcla a pH 7,4
y se agité a 4°C durante una noche, y la mezcla resultante se filtr utilizando un filtro de 0,22 um (concentraciones
finales: Hb: 5,9 mmol/l; PLP: 17,3 mmol/l, y Hcy: 5 mmol/l). La Hb en el filtrado se combiné con mondxido de
carbono por desaireacion repetida y paso de CO gaseoso 3 veces a través del filtrado, para producir con ello una
solucién de Hb combinada con monéxido de carbono.
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Entretanto, una mezcla de DPPC/colesterol/acido 1,5-dipalmitoil-L-glutamato-N-succinico = 10/10/2 (relacién
molar) se pesé en una cantidad total de 20 g, y se disolvié en benceno. Subsiguientemente, se disolvié un conjugado
en el cual PEG estd unido a diestearil-glutaril-éster (abreviado en lo sucesivo como PEG-DSGE) en solucién salina
fisiolégica a fin de tener una reaccioén de concentracion PEG-DSGE de 0,3% molar con relacion a la masa total de
lipidos. La mixtura se mezcld y se liofilizd, para obtener de este modo un polvo mixto de lipidos en el cual los lipidos
estdn dispersados uniformemente. El polvo mixto de lipidos se hidrat6 por adicién del polvo a la solucién de Hb
combinada con mondéxido de carbono en porciones a 4°C, seguido por agitacion durante una noche. Subsiguientemente,
se ajust6 el didmetro medio del polvo a 0,22 um utilizando un extrusor (fabricado por LIPEX BIOMEMBRANES,
INC.), para producir con ello una dispersién de HbV.

Se afadi6 una cantidad cuatro veces mayor de solucién salina fisioldgica a la dispersion de HbV, y se llevé a
cabo ultrafiltracién repetida varias veces (peso molecular: 1.000.000) utilizando un recipiente Pellicon (fabricado por
Millipore Corporation) para separar Hb en la fase acuosa externa. En dicho momento, se confirmé que la fase acuosa
externa se volvia transparente. Subsiguientemente, se ajusté la concentracién de lipidos a 2,0 g/dl con solucién salina
fisiolégica. Se afiadi6 gota a gota una solucién acuosa de PEG-DSGE en porciones a la dispersién de HbV. La mixtura
se agitd y se mezcld en una atmdsfera de CO durante 2 horas (37°C, 400 rpm) y se agité y mezcld ulteriormente
durante una noche a 4°C.

Una vez completada la agitacién, se ajusté la concentracién de Hb a 2,0 g/dl con solucion salina fisioldgica, y la
mixtura se sometié luego a una corriente de oxigeno e irradiacion con luz visible para desorcién de CO de la Hb. La
mixtura resultante se concentrd por centrifugacion, para obtener de este modo una capa de pelets de HbV en la capa
inferior.

Se afiadi6 solucién salina tampdn de fosfato (abreviada en lo sucesivo como PBS) a la capa de pelets de HbV, y
se efectud ultracentrifugacion para lavado. Se disolvid seroalbtimina humana recombinante (abreviada en lo sucesivo
como rHSA) en PBS a fin de tener una concentracién de tHSA de 5%, y se afiadi6 la solucién a la capa inferior, para
obtener de este modo 200 ml de solucién de HbV ([Hb]: 10 g/dl, aproximadamente pH 7,4).

La solucion resultante tenfa una presién osmoética de coloides de aproximadamente 20 mmHg y una presién osmo-
tica de cristaloides de aproximadamente 300 mOsm.

Se encontré ademds que la solucién tenia un espectro de absorcién miximo (banda Q) a aproximadamente 575
nm. Después de airear la dispersioén con nitrégeno gaseoso, se encontré que la solucién tenia un espectro de absorcién
méximo (banda Q) a aproximadamente 555 nm correspondiente al de una desoxihemoglobina, con lo que se confirmé
que el oxigeno se adsorbia y desorbia de modo reversible. Adicionalmente, se aire6 la desoxihemoglobina con un gas
mixto que tenia presiones parciales de oxigeno diferentes gradualmente, para determinar la afinidad para el oxigeno a
37°C. Como resultado, se encontrd que la solucién tenia P50 de aproximadamente 32 Torr.

Ejemplo de Referencia 2

Hcy y una cantidad equimolar (con relacién a Hb) de una solucién de PLP (disolvente: una solucién acuosa de
NaOH) se anadieron a una solucién de Hb ([Hb] = 40 g/dl). Subsiguientemente, se ajusté la mixtura a pH 7,4 y se
agit6 a 4°C durante una noche, y la mezcla resultante se filtr utilizando un filtro de 0,22 ym (concentraciones finales:
Hb: 5,9 mmol/l, PLP: 5,9 mmol/l, y Hcy: 5 mmol/). La Hb en el filtrado se combiné con monéxido de carbono por
desaireacién repetida y paso de CO gaseoso 3 veces a través del filtrado, para producir con ello una solucién de Hb
combinada con mondxido de carbono.

Entretanto, una mezcla de dipalmitoilfosfatidilcolina (abreviada en lo sucesivo como DPPC)/colesterol/di-palmi-
toilfosfatidilglicerol (abreviado en lo sucesivo como DPPG) = 10/10/2 (relacién molar) se pesé en una cantidad total
de 20 g, y se disolvi6 en benceno). Subsiguientemente, se liofiliz6 la mezcla para producir con ello un polvo mixto
de lipido en el cual los lipidos estdn dispersados uniformemente. El polvo lipido mixto se hidrat6 por adicion del
polvo a la solucién de Hb combinada con monéxido de carbono por porciones a 4°C, seguido por agitacién durante
una noche. Subsiguientemente, se ajusto el didmetro del polvo a 0,22 um utilizando un extrusor (fabricado por LIPEX
BIOMEMBRANES, INC.), para producir con ello una dispersiéon de HbV.

Se afiadié una cantidad 4 veces mayor de solucién salina fisioldgica a la dispersién de HbV, y se repiti6 varias veces
la ultrafiltracién (peso molecular: 1.000.000) utilizando un recipiente Pellicon (fabricado por Millipore Corporation)
para separar Hb, que no se habia encapsulado en el reticulo endoplasmadtico, en la fase acuosa externa. En dicho
momento, se confirmé que la fase acuosa externa se volvia transparente. Subsiguientemente, se ajustd la concentracién
de lipidos a 2,0 g/dl con solucién salina fisiolégica. Por otra parte, se disolvié un conjugado formado por unién de PEG
y diestearoilfosfatidiletanolamina por la via de 4cido succinico (PEG-DSPE) en solucién salina fisiolégica de tal modo
que tuviera un contenido de PEG-DSPE de 0,3% molar con relacién a la cantidad total de lipidos, a fin de preparar
de este modo una solucién acuosa PEG-DSPE. La solucién acuosa PEG-DSPE se afiadi6é gota a gota en porciones a
la dispersion de HbV. La mezcla se agitd y se mezcl6 en una atmésfera de CO durante 2 horas (37°C, 400 rpm) y se
agité y mezclé ulteriormente durante una noche a 4°C.
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Una vez completada la agitacion, se ajusté la concentracién de Hb a 2,0 g/dl con solucién salina fisioldgica, y la
mezcla se sometid luego a una corriente de oxigeno e irradiacion con luz visible para la desorcién de CO de la Hb. La
mixtura resultante se concentré por centrifugacion, para producir de este modo una capa de pelets de HbV en la capa
inferior.

Se afiadié PBS a la capa de pelets de HbV, y se realiz6 ultracentrifugacion para lavado. A continuacion, se disolvid
rHSA en PBS a fin de obtener una concentracién de rHSA de 5%, y se afiadi6 la solucién a la capa inferior, a fin de
obtener 200 ml de solucién de HbV ([Hb]: 10 g/dl, aproximadamente pH 7,4).

La solucién resultante tenfa una presién osmoética de coloides de aproximadamente 20 mmHg y una presién osmo-
tica de cristaloides de aproximadamente 300 mOsm.

Ademds, se encontré que la solucidn tenia un espectro de absorciéon maximo (banda Q) a aproximadamente 575
nm. Después de desairear la dispersidn con nitrégeno gaseoso, se encontrd que la solucién tenia un espectro de absor-
cién maximo (banda Q) a aproximadamente 555 nm, correspondiente al de la una desoxihemoglobina, con lo que se
confirmé que el oxigeno se adsorbia y desorbia de modo reversible. Adicionalmente, se aired la desoxihemoglobina
con un gas mixto que tenia presiones parciales de oxigeno diferentes gradualmente para determinar la afinidad para el
oxigeno a 37°C. Como resultado, se encontrd que la solucién tenia P50 de aproximadamente 18 Torr.

Ejemplo de Referencia 3

Se afiadié una cantidad molar 3 veces mayor (con relacién a Hb) de una solucién de PLP (disolvente: una solucién
acuosa de NaOH) a una solucién de Hb ([Hb]: 40 g/dl). Subsiguientemente, se ajustd la mixtura a pH 7,4 y se agit6
a 4°C durante una noche, y la mixtura resultante se filtré utilizando un filtro de 0,22 um (concentraciones finales:
Hb:5,9 mmol/l, PLP: 17,3 mmol/l, y Hcy: 5 mmol/l). La Hb en el filtrado se combiné con mondéxido de carbono por
desaireacién repetida y paso de CO gaseoso a través del filtrado 3 veces, para producir con ello una solucién de Hb
combinada con mondxido de carbono.

Entretanto, una mixtura de DPPC/colesterol/acido 1,5-dipalmitoil-L-glutamato-N-succinico = 10/10/2 (relacién
molar) se pesé en una cantidad total de 20 g, y se disolvié en benceno. Subsiguientemente, se disolvié un conjugado
en el que PEG estd unido a diestearil-glutaril-éster (abreviado en lo sucesivo como PEG-DSGE) en solucién salina
fisiol6gica a fin de tener una relacién de concentraciones PEG-DSGE de 0,3% molar con relacién a la cantidad total de
lipidos. La mixtura se mezcld y liofilizo, para obtener con ello un polvo mixto de lipidos en el cual los lipidos estaban
dispersados uniformemente. El polvo mixto de lipidos se hidraté por adicién del polvo a la solucién de Hb combinada
con mond6xido de carbono en porciones a 4°C, seguido por agitacién durante una noche. Subsiguientemente, se ajusto
el didmetro del polvo a 0,22 um utilizando un extrusor (fabricado por LIPEX BIOMEMBRANES, INC.), para obtener
con ello una dispersién de HbV.

Se afiadi6 una cantidad 4 veces mayor de solucién salina fisioldgica a la dispersién de HbV, y se repiti6 varias veces
la ultrafiltracién (peso molecular: 1.000.000) varias veces utilizando un recipiente Pellicon (fabricado por Millipore
Corporation) a fin de separar Hb en la fase acuosa externa. En dicho momento, se confirmé que la fase acuosa externa se
volvia transparente. Subsiguientemente, se ajustd la concentracidn de lipidos a 2,0 g/dl con solucién salina fisioldgica.
Se afladi6 gota a gota una solucién acuosa de PEG-DSGE en porciones a la dispersién de HbV. La mixtura se agit6 en
una atmoésfera de CO durante 2 horas (37°C, 400 rpm) y se agit6 ulteriormente durante una noche 4°C.

Una vez completada la agitacién, se ajusté la concentracién de Hb a 2,0 g/dl con solucion salina fisioldgica, y la
mixtura se someti6 luego a una corriente de oxigeno e irradiacién con luz visible para la desorcién del CO de la Hb.
La mixtura resultante se concentrd por ultracentrifugacion, para proporcionar con ello una capa de pelets de HbV en
la capa inferior.

Se afiadid solucidn salina fisioldgica a la capa de pelets de HbV, y se realizé ultracentrifugacién para lavado.
A continuacién, se disolvié rHSA en solucién salina fisiolégica a fin de tener una concentracién de rHSA de 5%,
y se afiadi6 la solucién a la capa inferior, para producir con ello 200 ml de una solucién de HbV ([Hb]: 8,6 g/dl,
aproximadamente pH 7.4).

La solucién resultante tenfa una presién osmoética de coloides de aproximadamente 20 mmHg y una presién osmo-
tica de cristaloides de aproximadamente 300 mOsm.

Ademds, se encontrd que la solucién tenfa un espectro de absorcién méximo (banda Q) a aproximadamente 575 nm.
Después de desairear la dispersion con nitrégeno gaseoso, se encontrd que la solucién tenfa un espectro de absorcién
méximo (banda Q) a aproximadamente 555 nm, correspondiente al de una desoxihemoglobina, por lo que se confirmé
que el oxigeno se adsorbia y desorbia de modo reversible. Adicionalmente, se aire6 la desoxihemoglobina con un gas
mixto que tenfa presiones parciales de oxigeno diferentes gradualmente para determinar la afinidad para el oxigeno a
37°C. Como resultado, se encontrd que la solucién tenia P50 de aproximadamente 32 Torr.
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Ejemplo de referencia 4

Se afiadieron Hcy y una cantidad equimolar (con relacién a Hb) de una solucién de PLP (disolvente: una solucién
acuosa de NaOH) a una solucién de Hb ([Hb]: 40 g/dl). Subsiguientemente, se ajustd la mixtura a pH 7,4 y se agitd
a 4°C durante una noche, y la mixtura resultante se filtr6 utilizando un filtro de 0,22 um (concentracién final; Hb: 5,9
mmol/l, PLP: 5,9 mmol(l; y Hcy: 5 mmol/l). La Hb contenida en el filtrado se combiné con 6xido de carbono por
desaireacion repetida y paso de CO gaseoso a través del filtrado 3 veces, para producir con ello una solucién de Hb
combinada con monéxido de carbono.

Entretanto, se pesé una mixtura de DPPC/coleste-rol/DPPG = 10/10/2 (relacién molar) en una cantidad total de
20 g, y se disolvid en benceno. Subsiguientemente, la mixtura se liofiliz6, para proporcionar con ello un polvo mixto
de lipidos en el cual los lipidos estaban dispersados uniformemente. El polvo mixto de lipidos se hidrat6 por adicién
del polvo a la solucién de Hb combinada con monéxido de carbono en porciones a 4°C, seguido por agitacion durante
una noche. Subsiguientemente, se ajust6 el didmetro del polvo a 0,22 um utilizando un extrusor (fabricado por LIPEX
BIOMEMBRANES, INC.), a fin de proporcionar con ello una dispersién de HbV.

Se afiadié una cantidad cuatro veces mayor de solucién salina fisioldgica a la dispersion de HbV, y se repitié
la ultrafiltracién (peso molecular: 1.000.000) varias veces utilizando un recipiente Pellicon (fabricado por Millipore
Corporation) a fin de separar la Hb, que no se habia encapsulado en el reticulo endoplasmatico, en la fase acuosa
externa. En dicho momento, se confirmé que la fase acuosa externa se volvia transparente. Subsiguientemente, se
ajusto la concentracion de lipidos a 2,0 g/dl con solucién salina fisiolgica. Por otra parte, un conjugado formado por
la unién de PEG vy diestearoilfosfatidiletanolamina por 4cido succinico (PEG-DSPE) se disolvié en solucién salina
fisiolégica a fin de tener una relacién de concentraciones PEG-DSPE de 0,3% molar con relacién a la cantidad total
de lipidos, para preparar con ello una solucién acuosa de PEG-DSPE. La solucién acuosa PEG-DSPE se afiadié gota
a gota en porciones a la dispersién de HbV. La mixtura se agit6 en una atmésfera de CO durante 2 horas (37°C, 400
rpm) y se agitd ulteriormente durante una noche a 4°C.

Una vez completada la agitacion, se ajusté la concentracién de Hb a 2,0 g/dl con solucidn salina fisioldgica, y la
mixtura se sometié luego a corriente de oxigeno e irradiacién con luz visible para la desorcién del CO de la Hb. La
mixtura resultante se concentré por ultracentrifugacion, a fin de proporcionar con ello una capa de pelets de HbV en
la capa inferior.

Se afiadié solucién salina fisioldgica a la capa de pelets de HbV, y se realizé ultracentrifugacién para lavado.
A continuacion, se disolvié seroalbimina humana recombinante (abreviada en lo sucesivo como rHSA) en solucién
salina fisioldgica a fin de obtener una concentracién de rHSA de 5%, y se afiadid la solucién a la capa inferior, para
proporcionar con ello 200 ml de una solucién de HbV ([Hb]: 8,6 g/dl, aproximadamente pH 7.,4).

La solucion resultante tenfa una presién osmoética de coloides de aproximadamente 20 mmHg y una presién osmo-
tica de cristaloides de aproximadamente 300 mOsm.

Ademéds, se encontré que la solucién tenia un espectro de absorciéon maximo (banda Q) a aproximadamente 575
nm. Después de airear la dispersién con nitrégeno gaseoso, se encontr6 que la solucién tenia un espectro de absorcién
maximo (banda Q) a aproximadamente 555 nm, correspondiente al de una desoxihemoglobina, con lo que se confirmé
que el oxigeno se absorbia y desorbia de modo reversible. Adicionalmente, se aire6 la desoxihemoglobina con un gas
mixto que tenfa presiones parciales de oxigeno diferentes gradualmente, para determinar la afinidad para el oxigeno a
37°C. Como resultado, se encontré que la solucién tenia un valor P50 de aproximadamente 18 Torr.

Ejemplo Experimental de Referencia 1

Se realiz6 un test de resucitacion de choque hemorragico utilizando la solucién de HbV preparada en el Ejemplo
Ref. 3 a fin de evaluar el efecto de la dispersiéon como una infusién que tenia una capacidad de transporte de oxigeno
sobre la base de la presion sanguinea y la composicion de gases en la sangre. Una rata Wistar (macho, aproximada-
mente 250 g) se anestesid por inhalacién de sevoflurano bajo respiracion espontdnea, y se intubé la rata a través de la
vena carétida. Subsiguientemente, se extrajo el 50% de la sangre circulante a través de la carétida. Después de dejar la
rata en reposo durante 15 minutos, se administré una solucién de resucitacion a la rata a través de la carétida, seguida
por observacién durante 6 horas. La solucién de resucitacion utilizada era una solucién preparada por dispersién de la
solucién de HbV preparada en el Ejemplo de Referencia 3 en una solucién acuosa de rHSA al 5% (a la que se hace
referencia en lo sucesivo como HbV/rHSA), una solucién preparada por dispersién de una solucién de HbV obtenida
del mismo modo que en el Ejemplo de Referencia 3 en solucidén salina fisioldgica (a la que rehace referencia en lo
sucesivo como HbV/solucién salina), o la sangre extraida a la que se afiadié heparina.

Se encontrd que la presioén sanguinea disminuia desde 100 mmHg antes de la extraccién de la sangre a 30 mmHg
después de la extraccion de la sangre (Ref. Fig. 1). La presion parcial de oxigeno en la sangre arterial (a la que se
hace referencia en lo sucesivo como Pa0O2) aumentaba desde 79 Torr a 103 Torr (Ref. Fig. 2). Ademas, el nivel de
acido l4ctico aumentaba significativamente desde 1,9 mM a 7,2 mM (Ref. Fig. 3). La presién sanguinea para el grupo
al que se administr6 HbV/rHSA se recuperaba hasta 95 mmHg inmediatamente después de la administracién, y el
nivel era equivalente al del grupo al que se administré la sangre extraida, y se mantuvo durante 6 horas (Ref. Fig.
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1). Andlogamente, la composicién de gases en la sangre se recuperaba también, y PaO2 y el nivel de 4cido lactico
eran 73 Torr (Ref. Fig. 2) y 1,8 mM (Ref. Fig. 3), respectivamente. Entretanto, para el grupo al que se administré
HbV/solucioén salina, la presién sanguinea se recuperaba hasta 88 mmHg (Ref. Fig. 1), pero el nivel de 4cido lactico
era 3,1 mM incluso después de la administracién, por lo que las dos ratas no se recuperaron y murieron antes de
completarse el periodo de observacién de 6 horas.

HbV/rHSA tenian una presion osmética de coloides de 20 Torr, mientras que HbV/solucidn salina tenia una presion
osmoética de coloides de O Torr.

Los resultados arriba mencionados revelaban que debe utilizarse un expansor de plasma en combinacién con un
vehiculo artificial de oxigeno particularmente cuando es importante la recuperacion de la cantidad de sangre circulante,
en particular en el momento de la resucitaciéon de un choque hemorragico.

Ejemplo 5

Se disolvid en etanol un complejo porfirina-hierro (2-[8-{N-(2-metilimidazolil) }octanoiloximetil]-5,10,15,20-te-
traquis(a,@,@,@-o-pivaloilamino)fenilporfi-nato-hierro(II)). A continuacién, se afiadié una solucién de acido L-ascor-
bico a lo anterior para reduccién del hierro central, y se aire6 monéxido de carbono gaseoso para invertir el complejo
porfirina-hierro en un complejo con mondéxido de carbono. La mezcla resultante se afiadié a seroalbimina humana
recombinante diluida con un tampodn de fosfato, seguido por mezcladura, para incluir con ello el complejo porfirina-
hierro en albimina. La mezcla se concentrd por eliminacién del etanol contenido en la mezcla por didlisis de ultra-
filtracién a volumen constante utilizando un tampoén de fosfato. La concentracién de sal de la mezcla resultante se
ajust6é a 140 mM por adicién de cloruro de sodio a la misma, a fin de obtener de este modo una dispersién de un
compuesto de inclusién complejo hierro-porfirina-albimina (pH 7,3, concentracién de albimina 5 p/v %). La disper-
sién tenfa una presion osmdatica de coloides de aproximadamente 20 mmHg, y una presién osmética de cristaloides de
aproximadamente 300 mOsm.

La dispersion se sometid a irradiaciéon luminosa con sustitucién de oxigeno en un bafio de hielo para producir una
oxihemoglobina, y se encontré que la dispersion resultante tenfa un espectro de absorcién méaximo a 421 nm. Después
de airear la dispersién con nitrégeno gaseoso, se encontré que la dispersion tenia un espectro de absorcién maximo
a 441 nm correspondiente al de una desoxihemoglobina. Como resultado, se confirmé que el oxigeno se adsorbia y
desorbia de modo reversible. Adicionalmente, se aire6 la desoxihemoglobina con un gas mixto que tenia presiones
parciales de oxigeno diferentes, gradualmente, para determinar la afinidad para el oxigeno a 37°C. Como resultado, se
encontrd que la dispersion tenia P50 de 33 Torr.

Ejemplo 6

Se disolvié un complejo porfirina-hierro (2-[8-{N-(2-metilimidazolin)}octanoiloximetil]-5,10,15,20-tetraquis-
{a,a,a,a-0-(1-metilciclohexanoil)amino } fenilporfinato-hierro(I) en etanol. Subsiguientemente, se afiadié una solu-
cioén de 4cido L-ascérbico a lo anterior para reduccién del hierro central, y se aire6 mondxido de carbono gaseoso
para invertir el complejo porfirina-hierro en un complejo con monéxido de carbono. La mezcla resultante se afiadi6 a
seroalbiumina humana recombinante diluida con un tamp6n de fosfato, seguido por mezcladura, para incluir con ello
el complejo porfirina-hierro en albimina. La mezcla se concentrd por eliminacion del etanol contenido en la mezcla
por didlisis de ultrafiltracién a volumen constante utilizando un tamp6n de fosfato (pH 7,3). La concentracion de sal de
la mezcla resultante se ajusté a 140 mM por adicién de cloruro de sodio a la misma, a fin de obtener de este modo una
dispersién de un compuesto de inclusiéon complejo hierro-porfirina-albimina (pH 7,3, concentracién de albimina 5
p/v %). La dispersion tenfa una presién osmotica de coloides de aproximadamente 20 mmHg, y una presién osmética
de cristaloides de aproximadamente 300 mOsm.

La dispersion se sometid a irradiacién luminosa con sustitucién de oxigeno en un bafio de hielo para producir una
oxihemoglobina, y se encontrd que la dispersion resultante tenia un espectro de absorcién maximo a 424 nm. Después
de airear la dispersién con nitrégeno gaseoso, se encontré que la dispersion tenia un espectro de absorcién maximo
a 443 nm correspondiente al de una desoxihemoglobina. Como resultado, se confirmé que el oxigeno se adsorbia y
desorbia de modo reversible. Adicionalmente, se aire6 la desoxihemoglobina con un gas mixto que tenia presiones
parciales de oxigeno diferentes, gradualmente, para determinar la afinidad para el oxigeno a 37°C. Como resultado, se
encontré que la dispersion tenia P50 de 35 Torr.

Ejemplo Experimental 2

Los compuestos de inclusién complejo porfirina-hierro-albtimina preparados en los Ejemplos 5 y 6 se evaluaron
respecto a capacidad de suministro de oxigeno a células y tejidos hipéxicos. Una rata macho Wistar IGS (peso corporal
275 a 315 g) se anestesid por inhalacién de sevoflurano bajo respiracion espontdnea, y se insertd un catéter en la rata
por la arteria carétida comuin derecha para preparar una via para extraccién de sangre y para extraccion de sangre
arterial. Se disecd la region femoral izquierda, y se insertd un catéter por la arteria femoral izquierda para prepara
una via para medida de la presién sanguinea. Se disecé la regién femoral derecha, y se inserté un catéter en la arteria
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femoral derecha para preparar una ruta para administracién de una sustancia de test o una sustancia de control y para
extraccién de sangre venosa. Se disecé el abdomen, y se insert6 un electrodo de oxigeno (fabricado por Intermedical
Inc., POE-OPS) en la corteza renal. A continuacidn, se realizé el intercambio de sangre en la rata para intercambiar el
70% de la sangre (con relacién a la sangre total) de la rata con una solucién de rHSA al 5%. Una vez completado el
intercambio de sangre, se extrajo el 30% de la cantidad total estimada de sangre (convertida como 56 ml/kg de peso
corporal) por la arteria carétida comin derecha. Inmediatamente después de la extraccién de la sangre, se administré
a la rata una cantidad igual (con relacién a la cantidad de sangre extraida) de la sustancia de test (una dispersion del
compuesto de inclusién complejo porfirina-hierro-albimina preparado en el Ejemplo 5 6 6) o una sustancia de control
(solucion de rHSA al 5%, sangre retransfundida de la sangre extraida). Después de ello, se realiz6 una observacién
durante 2 horas después de la administracion, y se determiné vida o muerte. La presion sanguinea media se midi6
utilizando un sistema de poligrafo (fabricado por NIHON KOHDEN Corporation, LEG-1000, Ver. 01-02) por medio
de un amplificador de presion. Por el uso del electrodo de oxigeno insertado en la corteza renal, se midi6 la presién
parcial de oxigeno en la sangre venosa utilizando un aparato para medida de la presion parcial de oxigeno en los tejidos
(fabricado por Intermedical Inc., PO2-100DW).

Fig. 4 muestra el resultado de la medida de la presién sanguinea media. Se midi6 la presién sanguinea media
para cada uno de los grupos de albimina, el grupo de sangre retransfundida, la dispersién del compuesto de inclusién
complejo porfirina-hierro-albimina preparado en el Ejemplo 5 (al que se hace referencia en lo sucesivo como grupo
piv), y la dispersién del compuesto de inclusién complejo porfirina-hierro-albtimina preparado en el Ejemplo 6 (al que
se hace referencia en lo sucesivo como grupo cyc). La presioén sanguinea media disminufa hasta aproximadamente un
80% con relacidn al nivel inicial por intercambio del 70% de la sangre con la solucién de tHSA al 5%. Adicionalmente,
la presién sanguinea media disminuia hasta aproximadamente 25% por eliminacion del 30% de la sangre. Después de
ello, la presién sanguinea del grupo de albimina no aumentaba aun cuando se administré albimina, mientras que la
presion sanguinea del grupo de sangre retransfundida aumentaba hasta aproximadamente 110% con relacién al valor
inmediatamente antes de la extraccién de sangre por la retransfusion de sangre. La presion sanguinea de cada uno de
grupo cyc y el grupo piv aumentaba hasta aproximadamente 85% con relacién a su valor inmediatamente antes de la
extraccion de sangre por administracién de la sustancia de test.

Fig. 5 muestra el resultado de la medida de la presién parcial de oxigeno en sangre venosa. Se midié la presién
parcial de oxigeno en sangre venosa para cada uno de los grupos de albiimina, el grupo de sangre retransfundida, el
grupo cyc y el grupo piv. La presion parcial de oxigeno en sangre venosa disminuia hasta aproximadamente 90% con
relacién al nivel inicial por intercambio del 70% de la sangre. Adicionalmente, la presién de oxigeno en sangre venosa
disminufa hasta aproximadamente 60% por extraccién del 30% de la sangre. Después de ello, la presion parcial de
oxigeno del grupo de alblimina no aumentaba aun cuando se administré albimina, mientras que la presion parcial de
oxigeno del grupo de sangre retransfundida, el grupo cyc, o el grupo piv aumentaba hasta aproximadamente 110% con
relacién al valor inmediatamente antes de la extraccidn de sangre por la administracion de la sustancia de test.

Efecto de la invencion

Como se ha descrito arriba, la sangre artificial de la presente invencidn tiene a la vez la capacidad de transporte
de oxigeno y la presién osmédtica de coloides (el efecto de expansion del plasma), y es particularmente eficaz para
supervivencia de un paciente con hemorragia masiva o andlogos.

Ademds, la sangre artificial de la presente invencion puede evitar la toxicidad por hemdlisis o andlogos debido a
que se prepara por ajuste de la presién osmética de cristaloides, el balance de electrdlitos, y el valor de pH dentro de
intervalos biolégicamente aceptables.

En la presente invencion, puede prepararse una composicién farmacéutica que tiene eficiencia de transporte de
oxigeno tan alta como, o mayor que, la de un eritrocito por utilizacién del vehiculo de oxigeno que estd compuesto
por un conjugado de un complejo metalico que tiene una estructura de porfirina y albiimina o de una mezcla con una
hemoglobina encapsulada en liposoma.

Adicionalmente, el uso de un liposoma que contiene un conjugado de un lipido no fosfolipidico y un polialqui-
lenglicol puede fijar de manera estable un polimero soluble en agua sobre una superficie de liposoma por interaccién
intermolecular, y puede transportar el polimero soluble en agua sin detraccién de la funcién del mismo.

Ademéds, el uso de una albimina o hemoglobina recombinante puede preparar una composicion farmacéutica
segura que no tiene posibilidad alguna de enfermedad infecciosa derivada de un organismo vivo.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion farmacéutica caracterizada porque comprende:
(i) un conjugado de
(a) un complejo metélico que tiene una estructura de porfirina y
(b) una albimina, y
(i1) un electrélito.

2. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 1, en la cual el complejo metélico es un complejo
de hierro (II).

3. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en la cual la albimina se selecciona de
plasma humano, seroalbimina humana, proteina de plasma humano calentada, seroalbimina humana recombinante,
seroalbimina derivada de animales y seroalbtimina de animales recombinante.

4. Una composicién farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la cual el elec-
trélito se selecciona del grupo constituido por sales de sodio que comprenden cloruro de sodio, hidrogenocarbonato
de sodio, citrato de sodio y lactato de sodio, sales de potasio que comprenden cloruro de potasio, acetato de potasio,
gluconato de potasio, hidrogenocarbonato de potasio, glicerofosfato de potasio, sulfato de potasio, lactato de potasio,
yoduro de potasio, dihidrogenofosfato de potasio, hidrogenofosfato dipotésico, citrato de potasio, una sal potasica de
aminodcido, propionato de potasio, y S-hidroxibutirato de potasio, sales de calcio que comprenden cloruro de calcio,
gluconato de calcio, lactato de calcio, glicerofosfito de calcio, pantotenato de calcio, y acetato de calcio, sales de mag-
nesio que comprenden cloruro de magnesio, sulfato de magnesio, glicerofosfato de magnesio, acetato de magnesio,
lactato de magnesio, y una sal magnésica de aminodcido, sales de amonio que comprenden cloruro de amonio, sales
de cinc que comprenden sulfato de cinc, cloruro de cinc, gluconato de cinc, lactato de cinc, y acetato de cinc, sales
de hierro que comprenden sulfato de hierro, cloruro de hierro, y gluconato de hierro, sales de cobre que comprenden
sulfato de cobre, y sales de manganeso que comprenden sulfato de manganeso.

5. Una composicién farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende
adicionalmente al menos una sustancia seleccionada del grupo constituido por:

un compuesto capaz de proporcionar una presion osmoética de coloides que incluye un dextrano, un derivado
de dextrano, hidroxietil-almidén, hidroxipropil-almidén, gelatina, PEG, polivinil-pirrolidona, carboximetilcelulosa,
goma ardbiga, glucosa, y una dextrosa;

un sacarido;
un aminodacido;

un antioxidante que incluye dcido ascérbico, dcido eritérbico, tioglicerol, a-tioglicerina, citrato de isopropilo,
1,3-butilenglicol, un sulfito de aminoécido, butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT), galato de propilo,
palmitato de ascorbilo, vitamina E y derivados de 1a misma, guayaco, d4cido nordihidroguayarético (NDGA), ésteres L-
ascorbato-estearato, lecitina de soja, dcido palmitico, dcido ascérbico, benzotriazol, y penta-eritritil-tetraquis[3-(3,5-
di-t-butil-4-hidroxifenil)-propionato]2-mercaptobencimidazol;

un ajustador de pH;

y un agente isotonizante que incluye dcido aminoetilsulfénico, cloruro de benzalconio, sacédridos, alcoholes-aztcar,
acido citrico, nicotinamida, propilenglicol, alcohol bencilico, bérax, dcido fosférico, y macrogol 4000.

6. Una composicién farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende
adicionalmente una hemoglobina encapsulada en liposoma.

7. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 6, en la cual el liposoma contiene un conjugado
de un lipido no fosfolipidico y un polialquilenglicol.

8. La composicioén farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 6 6 7, en la cual la hemoglobina es una hemo-
globina recombinante.

9. La composicién farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la cual la com-
posicién es un liquido que tiene una presién osmética de coloides de aproximadamente 1 a 50 mmHg, una presién
osmotica de cristaloides de aproximadamente 50 a 500 mOsm, P50 de aproximadamente 1 a 50 Torr, y un pH de
aproximadamente 5,6 a 8,0.
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10. Una infusién de sangre que comprende la composicién farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 9.

11. Una solucién de perfusién para almacenamiento de érganos, una solucién de circulacion extra-corpdrea, o una
solucién de cultivo de células que comprende La composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 9.

ES 2308 061 T3

15



ES 2308 061 T3

seioy g uQIdB}IoNsal ap uotonjos aibues ap ugoexe a1bues ap ugoeNXd
B| 8p UQIoBLS|UIWpE B| ap sendsap €] 8p sajue

epiRI3IX® ox1bueyg |.|
PUTTES " TOS/AQH .
I*}.,

b

2]

1
H

13

N (& urun
;/ - 0% ’

N, esutnbues uoTSSLIg

/‘ 001

4 0%1

1 eIOUDI®IdY sp "bHT4a

16



ES 2308 061 T3

seloy g

UQISR)IONSS. 8P UQION|OS
£] 8p UOIORASIUILIPE

albues ap uglooenxa
e| ap sondsap

2JDUES 9P UQIJOEIIXD
€| ap sajue

BPUTTES "TOS/AQH

epTRIIXS =21bueg ‘
—o—

7 eIDULIaI9Y °op 'bTJa

()

09

D8

mﬂ ﬂ.@

ouabixo ap
[e1oJed ugisald

17



ES 2308 061 T3

seloy 9

UQIDE}IONSRI 9P UQION|OS a1bues ap ugioRNXS
B| 8P UQIORSIUILIPE e| ap sgndsap

albues ap ugideIXS
e} op ssjue

b

epITexixs Q«H@Cmm

BUTTBS - TOS/AQH

€ eTousiajyay S9p "HOTJI

070

0%

09

(WAL

001j0g] Opioe
ap [OAIN

18



ES 2308 061 T3

AT1d odnib

oko odniab
epIpUNISUBRILDI
sxbues op odnib
euTumgre 2p odnib
UQTORIASTUTWPE UTS
70X3UCD 8P odnixb

aibues ap ugpoRIXS

aibues ap oiquiessaul

i
uoejSIuWpE m {Bp 0ZUBILIOD
EEZ@%%EE%E&Z?%%Q?E W %
: ” _m PILUES BP
52 " " to | M., c_mEmSmE_ 18p uy
“ i IR T I} i _—
§ s

b

19



ES 2308 061 T3

ATd o@sumw
oAko odnib
PpTPUNFSURILSI
sxbues sp odnib
ruTwngTe °op odnib
UQTORIZSTUTWPE UTS

Tox3uod ap odnib i i'

]

e,

¥
h
i
&

<
C
c

aibues ap uooRNXS

uoeSIulIPE

i aiBues op oiquiedIs)Ul

i
i {op 0zZuUsILIOD

SN

{UIl) UQIDRSIUIWIPE ] 8P SeNASap odwal . M oi6ues op
21 na i w olquIESIRYI [9P UL
H .w{
Al i 1 | o
T w2
1 o

o
L

20



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

