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DESCRIPCION
Conjugados de hemoglobina-antioxidante.

Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a composiciones de hemoglobina, y mas especificamente a composiciones de hemoglobi-
na-antioxidante para su administracion a seres vivos para fines de transporte de oxigeno y fines terapéuticos anti-
oxidantes.

Antecedentes de la invencién

La interrupciéon temporal del flujo sanguineo hacia el tejido es una etapa necesaria en muchos procedimientos
quirdrgicos, tales como cirugia cardiaca y conservacion o trasplante de 6rganos, con el fin de impedir la pérdida de
sangre y para facilitar la cirugia. Los vasos sanguineos también pueden bloquearse durante acontecimientos patolo-
gicos, tales como infarto de miocardio, accidente cerebrovascular trombético, oclusiones vasculares embodlicas, an-
gina de pecho e insuficiencia vascular periférica. La falta de suministro de sangre en estas circunstancias da como
resultado isquemia, que se invierte tras la reperfusion del tejido isquémico con sangre u otra disolucion que porta
oxigeno. Aunque esta readmisidon de oxigeno es critica para la funcion continuada del tejido, se acepta generalmen-
te que el oxigeno recién introducido contribuye a la formacién de radicales libres derivados de oxigeno que provocan
dafo tisular. Un mecanismo mediante el cual se hace toxico el oxigeno introducido es mediante conversién a super-
o6xido mediante xantina oxidasa. Los niveles de esta enzima pueden aumentar durante el periodo isquémico. Si-
multdneamente, se empobrecen los niveles de agentes reductores, que eliminan la toxicidad, tales como glutation. El
dafo tisular que se produce como resultado de estos acontecimientos se conoce como lesién por reperfusion, y se
sabe que se produce durante la reperfusion con sangre y se anticipa en algunas circunstancias con el uso de sustitu-
tos de sangre.

Una clase de sustitutos de sangre, los portadores de oxigeno a base de hemoglobina (HBOC), estan compuestos
por hemoglobina acelular modificada quimicamente. La hemoglobina acelular presenta una fuente adicional de es-
pecies de oxigeno reactivas potencialmente dafiinas. La hemoglobina en sangre esta normalmente contenida dentro
de los gldbulos rojos de la sangre, en los que circula a través del cuerpo para cumplir su funcion de transporte de
oxigeno. La hemoglobina en los gldbulos rojos se une al oxigeno a medida que la sangre circula a través de los pul-
mones, suministra el oxigeno a los tejidos corporales y lo libera ahi, para sus funciones metabdlicas normales. El
comportamiento quimico de la hemoglobina en sangre esta restringido por su presencia en los glébulos rojos, que
también contienen muchos otros componentes tales como enzimas que influyen en el comportamiento quimico de la
hemoglobina en los mismos. Cuando la hemoglobina se extrae a partir de glébulos rojos y se purifica lista para su
uso como transportador de oxigeno acelular en aplicaciones de sustitutos de sangre, se pierde la influencia quimica
sobre la hemoglobina de los otros componentes de glébulos rojos, y viceversa.

Una de estas influencias se refiere a reacciones oxigeno-hemoglobina, y la generacién de especies de oxigeno toxi-
cas. La oxidacién de hemoglobina mediante oxigeno ligada produce metahemoglobina, en la que se oxida hierro
hémico al estado Fe (lll), y en la que se genera el radical libre de oxigeno “superoxido”, O,-. La metahemoglobina no
tiene ninguna funcién util significativa, puesto que no puede unirse a ni transportar oxigeno. Sin embargo, el super-
oxido esta asociado a varios efectos perjudiciales en el cuerpo, tales como dafio oxidativo y lesién a componentes
vasculares incluyendo tejido del endotelio y subendotelial. En el glébulo rojo, estdn presentes enzimas para convertir
estas especies de oxigeno toxicas en subproductos inocuos. Por tanto, el sistema enzimatico de metahemoglobina
reductasa esta presente para reducir la metahemoglobina en hemoglobina. La superdxido dismutasa y catalasa
estan presentes, respectivamente, para convertir superdxido en peréxido de hidrégeno, y para convertir peroxido de
hidrégeno en agua y oxigeno molecular.

La hemoglobina fuera del glébulo rojo no tiene reactivos enzimaticos de este tipo a la mano para tratar con estos
subproductos de oxidaciéon. Por consiguiente, el uso de hemoglobina acelular como transportador de oxigeno puede
producir cantidades excesivas de productos de oxidacion perjudiciales tales como superdxido, que surge del oxigeno
unido o que se une a la propia hemoglobina. Asimismo, el oxigeno disuelto en la disolucién de HBOC, o en la sangre
mezclada reintroducida en el tejido isquémico, puede dar como resultado especies de oxigeno reactivas que dan lu-
gar a lesién por reperfusion mediante los mecanismos descritos anteriormente. Sin embargo, la necesidad de volver
a conseguir suministro de oxigeno es primordial, e invalida los riesgos asociados con la lesién por reperfusion e in-
troduccion de radicales de oxigeno.

Biomater. Artif. Cells Immobilization Biotechnol. 1992; 20(2-4):587-95 se refiere a un estudio de propiedades farma-
cocinéticas de hemoglobina humana polimerizada con rafinosa con apertura de anillo, oxidada con peryodato, tras
transfusion en la rata.

Chem. Res. Toxicol. Enero de 1998; 11(1):54-63 trata las propiedades antioxidantes de 2,3-dimetoxi-5-metil-6-(10-
hidroxidecil)-1,4-benzoquinona (idebenona).
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El documento WO 98/34955 da a conocer conjugados de hemoglobina y un aceptor de electrones.

Es un objeto de la presente invencién proporcionar una composicion de hemoglobina novedosa que pueda propor-
cionar oxigeno mientras se supera o al menos se reduce el problema anterior.

Sumario de la invencion

La preparacién de sustancias de transporte de oxigeno, sintéticas o semisintéticas tales como HBOC ofrece la opor-
tunidad de la unidn de sustancias mejoradoras tales como antioxidantes seleccionados. Por consiguiente, la presen-
te invencion proporciona una composicidon quimica segun las reivindicaciones adjuntas. También se da a conocer en
el presente documento una composicion quimica que tiene capacidad de transporte de oxigeno y que comprende
moléculas de transporte de oxigeno biocompatibles unidas quimicamente a uno o mas antioxidantes biocompatibles
seleccionados de: compuestos fendlicos no enzimaticos, es decir compuestos que contiene uno o mas grupos de
férmula:

,(oH),,

en la que n es un numero entero desde 1 - 3, estando el anillo aromatico sustituido adicionalmente, y estando opcio-
nalmente condensado o unido a otro sistema de anillo carbociclico o heterociclico; pirazolinas; compuestos carote-
noides y retinoides; quinonas; polipirroles; indoles y aminoindoles; analogos de purina; acido ascérbico; y antioxidan-
tes esteroides y alcaloides.

Los conjugados de la presente invencién proporcionan la funcionalidad antioxidativa en la proximidad unida quimi-
camente a las moléculas de transporte de oxigeno. Por consiguiente, las especies de oxigeno reactivas generadas
mediante reaccion de disoluciones que contienen oxigeno se someten inmediatamente a los efectos de la funcion
antioxidante, una caracteristica altamente deseable puesto que las especies de oxigeno viven un tiempo corto y no
viajan lejos antes de provocar dafo. Esto es especialmente importante cuando se usan HBOC a base de hemoglo-
bina modificada, puesto que se conoce que las hemoglobinas modificadas se extravasan, y entonces la actividad
antioxidante se transportara a cualquier sitio al que se mueva el HBOC. Ademas, el resto antioxidante oxidado con-
jugado con el transportador de oxigeno puede reducirse in vivo a un estado quimico en el que puede tener una acti-
vidad antioxidante adicional, y recircularse el conjugado en el cuerpo para tal accion adicional.

Breve referencia a los dibujos

Las figuras 1y 2 son presentaciones graficas de los resultados del ejemplo 2 mas adelante.
Las figuras 3 y 4 son presentaciones graficas de los resultados del ejemplo 7 mas adelante.

Descripcion de las realizaciones preferidas

Los compuestos fendlicos para su uso como antioxidantes en las composiciones dadas a conocer en el presente do-
cumento son antioxidantes fendlicos sustituidos y polifendlicos tales como probucol y ésteres del mismo, bis(1,1-
metiletil)-4-[(1-etilamino]metilfenol y sales de adicion del mismo, y 5-(3,5-diterc-butil-4-hidroxibencil)tiazolidin-4-ona;
éteres fendlicos tales como (3,5-diterc-butil-4-hidroxifeniltio)alcanoles; acidos hidroxamicos sustituidos con diterc-
butilhidroxifeniltio; compuestos a base de cromano tales como cromanoles y dihidrobenzofuranoles; flavonoides e
isoflavonoides tales como flavanona y dihidroflavanol; galatos; catecoles y derivados de catecol; y acidos fendlicos
tales como &acido p-hidroxibenzoico, acido dihidroxibenzoico y acido 2-(2,3-dihidro-5-acetoxi-4,6,7-
trimetil)benzofuranilacético. Se prefieren especialmente los cromanoles tales como tocol y los tocoferoles, y mas es-
pecialmente los 6-hidroxicromanos tales como &acidos 6-hidroxicromanocarboxilicos y 6-hidroxicromano-2-
carbonitrilos. Otro compuesto fendlico preferido es 3,4-dihidro-6-hidroxi-2H-1-naftopirano.

Pirazolinonas adecuadas se ejemplifican mediante norfenazona y 3-metil-1-fenil-pirazolin-5-ona.
Compuestos carotenoides y retinoides son vitamina A, carotenos, licopeno y luteina.

Entre los compuestos antioxidantes de quinona adecuados estan la coenzima Q y las diversas quinonas derivadas
de plantas tales como las plastiquinonas.
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Un ejemplo de un compuesto de tetrapirrol es bilirrubina.
La melatonina es un ejemplo de un compuesto de indol adecuado para su uso en el presente documento.
Los analogos de purina utiles en el presente documento incluyen acido urico, alopurinol y oxipurinol.

Entre los antioxidantes esteroides adecuados se prefiere el succinato de metilprednisolona y lazaroides (21-
aminoesteroides) tales como tirilazad.

La quimica de conjugacién del antioxidante biocompatible con la sustancia de transporte de oxigeno esta dentro de
la experiencia de la técnica, basandose en una consideracion de los grupos quimicos disponibles en el antioxidante
elegido y aquéllos en el transportador de oxigeno elegido. Es necesario tener cuidado para garantizar que ni la fun-
cién de transporte de oxigeno ni la capacidad antioxidante se vean afectadas significativamente por la forma elegida
de conjugacion.

El compuesto de transporte de oxigeno puede ser una macromolécula de hemoproteina tal como hemoglobina o
hemoalbumina, que transportan oxigeno mediante la union reversible del oxigeno con el resto hemo, que disuelve el
oxigeno gaseoso y lo suministra como disoluciéon. Entre los compuestos de transporte de oxigeno disponibles se
prefiere la hemoglobina.

La especie de hemoglobina para su uso en conjugados preferidos de la presente invencidon puede ser sustancial-
mente cualquier hemoglobina biocompatible que pueda transportar oxigeno. Puede ser de origen humano o animal.
Por tanto puede obtenerse de glébulos rojos de mamifero, por ejemplo sangre humana antigua, mediante lisis de los
glébulos rojos y separacion y purificacion de la hemoglobina asi obtenida, mediante métodos conocidos en la técni-
ca. La hemoglobina resultante debe estar libre de estromas y libre de endotoxinas, para la mejor biocompatibilidad.
Alternativamente, la hemoglobina puede prepararse, en forma nativa o mutante, mediante técnicas recombinantes y
técnicas de cultivo celular conocidas en la técnica. El uso de especies de hemoglobina mutantes naturales o no na-
turales esta también dentro del alcance de la invencion.

Una clase especifica de conjugados de transportador de oxigeno-antioxidante dada a conocer en el presente docu-
mento es un conjugado quimico de un compuesto de transporte de oxigeno y un compuesto de 6-hidroxicromano
que tiene propiedades antioxidantes y que corresponde a la férmula general:

R, Re,
HO~_~#
R0 P

RB

en la que cada uno de R4, Rz y R3 se selecciona independientemente de H, alquilo C4-Cg y (CH2)nX en el que n es un
numero entero de desde 0 hasta 20; cada uno de R, R4, Rs y Rs se selecciona independientemente de H, alquilo Cx.
20, X Y -(CH2)mX en el que m es un numero entero de desde 0 - 20; y X es un grupo funcional reactivo seleccionado
junto con el compuesto de transporte de oxigeno elegido de modo que sea reactivo con el mismo para llevar a cabo

la unién quimica del compuesto de transporte de oxigeno al compuesto de cromano; con la condicién de que el
compuesto de cromano incluya al menos un grupo funcional X.

En tales conjugados, el compuesto de transporte de oxigeno es preferiblemente una macromolécula de hemoprotei-
na, tal como una especie de hemoglobina, y el grupo funcional X en el cromano es un grupo que puede hacerse re-
accionar con residuos de aminoacido de las cadenas de proteina de la misma. Ejemplos de elecciones adecuadas
para el grupo X son halégeno, carboxilo, amino, hidroxilo, tiol, azida, azo, aldehido, guanidina y fosfato.

Una clase especialmente preferida de conjugados segun la presente invencién son conjugados de hemoglobina-
acido cromanocarboxilico, es decir el grupo X es COOH, unido covalentemente de manera quimica a la hemoglobina
usando su funcién carboxilo. La unién puede ser directa, a grupos amina primaria en las cadenas de globina de
hemoglobina. Alternativamente puede usarse un ligador quimico apropiado. Los acidos cromanocarboxilicos usados
en la presente invenciéon se conocen en muchos casos como antioxidantes bioaceptables, que pueden eliminar su-
perdxido y otras especies de oxigeno reactivas formadas in vivo. Se ha encontrado segun la presente invencion que
la funcién antioxidante de los acidos cromanocarboxilicos permanece al menos sustancialmente no afectada tras la
conjugacion con la especie de hemoglobina, y de hecho parece que aumenta mediante la conjugacion, con respecto
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al efecto antioxidante de una mezcla fisica de hemoglobina y el acido cromanocarboxilico. Los conjugados de
hemoglobina de la presente invencién conservan la capacidad de transporte de oxigeno.

Una forma preferida de especie de hemoglobina para su uso en la presente invencion es hemoglobina reticulada, en
la que se han reticulado intramolecularmente de manera quimica las unidades de hemoglobina tetraméricas para
impedir la disociacidon en dimeros de hemoglobina. Como es bien conocido, esta tendencia a la disociacion de los
tetrameros de hemoglobina naturales en dimeros es otra consecuencia de extraer hemoglobina de los glébulos rojos
de la sangre. Los dimeros de hemoglobina formados mediante tal disociacion, de peso molecular de aproximada-
mente 32.000 Dalton, se pierden prematuramente del sistema mediante excrecion a través del rifidn, y por tanto de-
be minimizarse la disociacién. Se conocen y se dan a conocer una variedad de métodos en la técnica para reticular
intramolecularmente hemoglobina para evitar tal disociacion, usando una variedad de reticuladores quimicos tales
como glutaraldehido, polialdehidos tales como los derivados de apertura de anillo oxidativa de azucares y polisaca-
ridos, compuestos de diaspirina, compuestos de piridoxilo, compuestos de trimesoilo y similares. La hemoglobina
usada en la presente invencion también puede polimerizarse mediante la unidn intermolecular de dos o mas de tales
tetrameros, preferiblemente hasta doce de tales tetrameros, en forma polimérica, usando los mismos o multiples re-
activos de reticulaciéon. Son particularmente deseables mezclas que contienen dos o méas de tales especies diferen-
tes de hemoglobina reticulada intramolecularmente y unida intermolecularmente.

En una alternativa segun la presente invencion, el acido cromanocarboxilico se acopla a una hemoglobina no reticu-
lada, y se emprende posteriormente la reticulacion del conjugado, para formar complejos de hemoglobina-
antioxidante tetraméricos estabilizados intramolecularmente, opcionalmente en mezcla con tales complejos oligome-
rizados o polimerizados. El reactivo de reticulacion usado en un procedimiento de este tipo puede ser cualquiera de
los mencionados anteriormente, aunque se prefiere rafinosa con apertura de anillo de manera oxidativa (a continua-
cion en el presente documento “o-rafinosa”), teniendo en cuenta la composicion de producto deseable que produce.
Las condiciones de la reaccion de reticulacion de hemoglobina, cuando se realiza tras la conjugacion con el antioxi-
dante de acido cromanocarboxilico, no son significativamente diferentes de las utilizadas para la hemoglobina de re-
ticulacion sola.

Usando cualquier estrategia, mediante la cual se conjuga hemoglobina con el 4cido cromanocarboxilico antes de la
reticulacion de la hemoglobina, o se conjuga hemoglobina reticulada con el acido cromanocarboxilico, puede modifi-
carse cualquier hemoglobina no reticulada con el acido cromanocarboxilico. Esto es beneficioso puesto que la
hemoglobina no reticulada todavia puede generar especies de oxigeno reactivas a las que debe aplicarse un efecto
de eliminacion de oxigeno, y se sabe que esta forma no reticulada de hemoglobina tiene propiedades de biodistribu-
cion diferentes en comparacion con las hemoglobinas reticuladas. También pueden usarse métodos conocidos para
la eliminacién de hemoglobina no reticulada para controlar la cantidad de tales especies.

La presente invencion también puede usarse con otras formas modificadas de hemoglobina, tales como hemoglobi-
na conjugada con polimeros, por ejemplo poli(6xido de etileno) (PEG) funcionalizado apropiadamente, polisacaridos,
poliaminoacidos, proteinas y soportes insolubles, y hemoglobina encapsulada. Todos pueden beneficiarse de la pre-
sencia de moléculas de antioxidante unidas a la misma, tal como se describe en el presente documento.

El acido cromanocarboxilico usado en los conjugados dados a conocer en el presente documento y que corresponde
a la férmula quimica anterior puede ser un derivado de acido carboxilico de vitamina E, por ejemplo uno en el que el
radical R es una cadena de alquilo ramificada de 16 atomos de carbono, tal como 4,8,12-trimetil-tridecilo o 4,8,12-
trimetil-3,7-11-tridecatrienilo, con cualquiera de las diversas estereoconfiguraciones posibles. Se prefieren compues-
tos en los que al menos uno de R+, Rz y R3 es metilo, y R4 es un enlace directo. Otro grupo preferido de compuestos
son aquéllos de la férmula anterior en la que R representa metilo.

El méas preferido entre los &cidos cromanocarboxilicos para su uso en la presente invencién es 2,5,7,8-tetrametil-2-
carboxi-croman-6-ol, cominmente conocido como Trolox, de férmula quimica:

CHy

NP
CHy

cHy N 07 N oou

CH3

Por consiguiente la invencion se describira adicionalmente con referencia especifica al uso de Trolox, para facilitar la
descripcién. Trolox, un analogo de vitamina E con solubilidad de agua superior a la de la vitamina E, tiene actividad
antioxidante. Segun este aspecto de la invencion, se ha encontrado que la conjugacion de Trolox con hemoglobina
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aumenta la solubilidad del Trolox, para lograr concentraciones eficaces superiores a las posibles con Trolox libre,
para conducir a un efecto antioxidativo superior del mismo. La semivida circulatoria in vivo del Trolox también au-
menta significativamente como resultado de aumentar su masa a través de la conjugacion.

Trolox y hemoglobina de cualquiera de los tipos mencionados anteriormente pueden unirse quimicamente entre si.
La funcion carboxilo del residuo de Trolox, a través de activacion apropiada, reacciona con un grupo amina primaria
en una cadena de globina de hemoglobina, por ejemplo un residuo de lisina, para formar un enlace amida covalente.

La reaccion de Trolox y la hemoglobina pueden facilitarse mediante el uso de un compuesto quimico de activacion
tal como clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDC) u otras carbodiimidas (solas o en combina-
cion con otros activadores tales como N-hidroxisulfosuccinimida), derivados de isoxazolio tales como reactivo de
Woodward K, cloroformiatos, N,N’-carbonildiimidazol, N-carbalcoxidihidroquinolinas y similares. El Trolox puede
usarse en acido, derivado de acido o forma de anhidrido simétrica. Los compuestos de activacién tales como EDC
reaccionan en primer lugar con el Trolox para activar el grupo carboxilo del Trolox, que luego reacciona con un grupo
amino de la hemoglobina, con eliminacion de la funcionalidad de EDC. El uso de tales compuestos de activacion
permite cargas mas grandes de Trolox sobre hemoglobina y un mejor control sobre la cantidad de tal carga. Pueden
usarse diversos disolventes segun sea necesario en combinacion con la disoluciéon acuosa de hemoglobina para
ayudar a la solubilidad del Trolox y los reactivos de acoplamiento.

Las condiciones y los procedimientos para hacer reaccionar la hemoglobina con tales compuestos de carbodiimida
estan bien dentro de la experiencia de la técnica. Las reacciones tienen lugar adecuadamente a temperaturas am-
biente, usando disoluciones acuosas.

En lugar de unién directa, puede utilizarse un espaciador o ligador quimico, de modo que el conjugado comprende
hemoglobina a la que estan unidas una o mas moléculas distintas de Trolox, y el Trolox esta unido a los residuos
quimicos distintos de Trolox. Los ejemplos de tales ligadores incluyen azucares y polisacaridos funcionalizados, po-
liaminoacidos tales como polilisina, derivados de PEG y diversos ligadores bi- o polifuncionales. El uso de tales liga-
dores puede proporcionar varios sitios de unién a Trolox por enlace a la hemoglobina, para proporcionar una carga
superior con Trolox con menos modificacion de la hemoglobina. También permite diversas modificaciones de las
propiedades de los conjugados (solubilidad, actividad, etc.) mediante la eleccién de un ligador apropiado.

El grupo o grupos precisos en las cadenas de globina que se usan para unirse al Trolox, opcionalmente a través del
ligador, no parecen ser criticos. Los sitios pueden estar en cualquiera o en ambas de las cadenas de alfa-globina y
las cadenas de beta-globina. Para fines de union quimica, pueden usarse no soélo los grupos amino sino también
otros grupos funcionales tales como tiol, carboxilato, guanidino, imidazol o hidroxilo, de la especie de hemoglobina,
con eleccion apropiada de ligadores y su quimica aplicable. Tales elecciones estan dentro de la experiencia de la
técnica.

Una caracteristica preferida del procedimiento de la invencién es la adicion de la cantidad deseada de Trolox en va-
rias alicuotas secuenciales, por ejemplo 2 - 5, en lugar de una adicién individual de toda la cantidad. Se demostré
que tal adicion secuencial aumenta la carga de Trolox sobre la hemoglobina, y da como resultado productos con ac-
tividad antioxidante superior.

La cantidad preferida de Trolox conjugado con hemoglobina segun la presente invencidén se determina basandose
en proporcionar suficiente Trolox para realizar su funcién antioxidante, de eliminacién de radicales en la practica, pe-
ro no tanto como para interferir con la capacidad de transporte de oxigeno y afinidad de oxigeno del HBOC. La can-
tidad puede controlarse mediante el control de la cantidad de material de activacion y/o Trolox afiadido a la disolu-
cion de reaccion en la que se prepara el conjugado. Tales cantidades relativas adecuadas de hemoglobina y Trolox
son de desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 100, siendo las cantidades mas preferidas de desde
aproximadamente 10 hasta aproximadamente 100.

Tras la preparacion del conjugado tal como se describio, el producto se purifica cuidadosa y meticulosamente para
eliminar los reactivos no cambiados y cualquier otro contaminante, si se desea. La purificacion puede ser mediante
cromatografia (exclusion molecular, cromatografia por interaccion hidrofoba, afinidad, intercambio iénico, etc.) u
otros métodos conocidos en la técnica, incluyendo dialisis/diafiltracion, ultrafiltracion o precipitacion selectiva, centri-
fugacién, extraccion o cualquier otra forma de separacion. El conjugado se almacena adecuadamente en condicio-
nes selladas, no oxidativas, a temperaturas de refrigerador tales como 4°C o a temperaturas mas altas, como disolu-
cion acuosa lista para su administracion a un paciente segun se requiera. También pueden usarse condiciones de
almacenamiento alternativas tales como polvo liofilizado y disolucién congelada.

La invencion se describe adicionalmente, para fines ilustrativos, en los siguientes ejemplos especificos:
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Descripcion especifica de las realizaciones mas preferidas

Ejemplo 1 - Preparacién y caracterizacion de conjugados

Se realizaron una serie de experimentos en los que se conjugd Trolox (TX) con carbonomonoxihemoglobina (COHb)
usando clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDC) como agente de acoplamiento en condicio-
nes diferentes expuestas en la tabla 1 a continuacién. En cada caso, se combinaron EDC, EDC y Trolox (TX) en
concentracion equimolar en acetonitrilo durante 10 minutos a temperatura ambiente para proporcionar una disolu-
cion de TX-EDC madre (1,55 M). Se diluyé la disolucién de TX-EDC madre con acetonitrilo, si era necesario, justo
antes de la adicién a Hb de modo que el contenido en acetonitrilo y TX-EDC final de la reaccion de conjugacion fue-
ra tal como se indicaba en la tabla 1. Se realizaron todas las conjugaciones en tampén MES 40-50 mM a los valores
de pH indicados. Se mantuvieron las mezclas de reaccion a 22°C durante hasta 24 horas bajo gas de CO. Se filtra-
ron y dializaron muestras frente a solucién salina tamponada con fosfato (PBS), pH 7,4, antes del analisis.

Tabla 1: Preparacion de disoluciones de reaccion de Trolox-Hb

Rxn Trolox CO-Hb Razén pH Tiempo (h) | Acetonitrilo (%

(mM) (mM) TX:Hb en
volumen)

1 1,55 1,55 1 7 24 10

2 1,55 0,155 10 7 24 10

3 15,5 1,55 10 7 24 10

4* 15,5 0,155 100 7 24 10

5* 155 1,55 100 7 24 10

6 155 1,55 100 7 20 10

7 15,5 0,155 100 7 20 1

8 155 1,55 100 7 4 10

9 155 1,55 100 6 4 10

Para la caracterizacion de los conjugados asi preparados, se usé HPLC en fase inversa para separar las cadenas de
globina (nativas o modificadas) de conjugados. También se separa el resto hemo durante este procedimiento. Se
us6 espectrometria de masas por electropulverizacién acoplada a HPLC en fase inversa (LCMS) para determinar los
pesos moleculares de las cadenas (tabla 2). Normalmente, las cadenas modificadas se eluyeron después que las
cadenas no modificadas. Se identificaron tres cadenas modificadas principales mediante LCMS (tabla 3): cadena
beta con una molécula de Trolox unida (B(TX)1), y cadenas alfa con una (a.(TX)1) o dos (a(TX)2) moléculas de Trolox
unidas. Las masas estan de acuerdo con los conjugados unidos a amida. Las reacciones control, en las que se tratd
Hb con acetonitrilo solo, no mostraron evidencia de modificacion de la cadena de globina.

El examen de los datos de modificacion de la cadena de globina revela el control logrado mediante la manipulacion
apropiada de las condiciones de reaccion. La razén de TX con respecto a hemoglobina durante la conjugacion tiene
el efecto mas grande sobre la modificacion de la cadena de globina. El aumento de la razén TX:Hb desde 1:1 hasta
10:1 hasta 100:1 a 1,55 mM de Hb aumenté la modificacion de la cadena de globina desde el 1,5 hasta el 24,0 hasta
el 50,5% en las reacciones 1, 3 y 5, respectivamente. A 0,155 mM de Hb, el aumento de la razén TX:Hb desde 10:1
hasta 100:1 aumento la modificacidon de la cadena de globina desde el 22,0 hasta el 79,5% en las reacciones 2 y 4,
respectivamente. El aumento de la concentracion del reactante tuvo poco efecto usando una razén TX:Hb de 10:1,
produciendo el 22,0 y el 24,0% de modificacion de cadena a 0,155 y 1,55 mM de Hb en las reacciones 2 y 3, respec-
tivamente. Se redujo la modificacion de globina (del 79,5 al 50,5%) aumentando la concentracion de Hb desde 0,155
hasta 1,55 mM a TX:Hb 100:1. Una dilucién de 10 veces de todos los reactantes, manteniendo TX:Hb constante a
100:1, dio como resultado una disminucién de poca importancia en la modificacidon de globina (reacciones 6 frente a
7), como un tiempo de reaccién mas corto (reacciones 5 frente a 8), y un aumento de pH desde 6 hasta 7 (reaccio-
nes 8 frente a 9). La disminucion del contenido en acetonitrilo desde el 10 hasta el 1% (v/v) dio como resultado modi-
ficaciones de globina del 79,5 y del 59,4% en las reacciones 5 y 8, respectivamente.
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Tabla 2: Distribucién de cadenas de globina modificadas en diversas condiciones de reaccion de TX-EDC.

Rxn Cadenas modifi-  a(TX)4 a(TX)2 B(TX)1 Otros (%) Razéon  TX:Hb
cadas (%) (%) (%) (%) conjugada*
1 1,5 1,5 0,0 0,0 0,0 0,1
2 22,0 13,9 1,1 4,0 3,1 0,8
3 24,0 12,4 0,0 6,0 5,6 0,7
4 79,5 26,3 21,0 24,5 7,6 3,7
5 50,5 32,8 4,7 4,8 8,2 1,9
6 66,7 35,6 7,0 11,5 12,6 2,4
7 59,4 25,3 3,9 10,4 19,8 1,7
8 43,7 26,4 3,9 5,4 7.9 1,6
9 52,6 33,6 3,6 8,2 7,2 2,0

*La razén TX:Hb conjugada no incluye especies no caracterizadas enumeradas como otras.

Tabla 3: Masas calculadas y observadas para cadenas de globina de conjugados de Hb-TX

Cadena de globina Masa calculada (Da) Masa observada (Da)
o 15126 15125
B 15868 15864
a(TX)1 15358 15358
a(TX)2 15591 15595
B(TX)1 16100 16099

Ejemplo 2 — Medicién de la actividad antioxidante

Se recogidé sangre en tubos heparinizados y se separaron eritrocitos mediante centrifugacién y se lavaron 3 veces
con 10 volumenes de PBS, pH 7,4. Durante el ultimo lavado, se centrifugaron los eritrocitos a 1000x g durante 10
minutos para obtener una preparacion celular empaquetada de manera consistente. Se realiz6 el ensayo de hemoli-
sis mediada por radicales peroxilo mediante un método modificado de Miki et al., (M. Miki, H. Tamai, M. Mino, Y.
Yamamoto y E. Niki., Arch. Biochem. Biophys. 258:373-380 (1987)). Se combinaron en orden volimenes iguales de
una suspension al 30% de eritrocitos nuevos en PBS a pH 7,4, muestra de prueba, y 300 mM de 2,2;-azo-
bis(diclorhidrato de 2-amidinopropano) (AAPH, un generador de radicales). Se prepararon muestras bajo gas de CO
y la concentraciéon de hemoglobina de prueba en la suspension de ensayo de gldbulos rojos fue de 12-13 mg/ml. Se
mantuvieron las mezclas a 37°C, y se diluyeron 20 veces alicuotas en PBS y se centrifugaron a 1000x g durante
10 minutos. Como medida de la Hb liberada debido a la lisis de glébulos rojos, se midieron las absorbancias de los
sobrenadantes a 540 nm tras la conversion de toda la Hb en CN-metaHb segun el método de Tentori (Meth. Enzy-
mology 75:707 (1981)). Se corrigieron los niveles de Hb de sobrenadante para determinar la Hb afiadida en las
muestras de prueba.

En la figura 1 se presentan graficamente los resultados para dos productos, una representacion grafica de la lisis de
gldbulos rojos relativa frente al tiempo para los diversos productos. Se prepararon los productos analizados tal como
se describi6 para la reaccion n.° 6 (Hb-Trolox B) y la reaccién n.° 7 (Hb-Trolox A) en la tabla 1 del ejemplo 1. En au-
sencia del conjugado (solo AAPH), se evidencia la lisis de gldbulos rojos mediante el aumento de los niveles de Hb
en el sobrenadante a lo largo del periodo de incubacion. Los niveles de Hb de sobrenadante no aumentan hasta el
mismo nivel a lo largo de este periodo en las mezclas de prueba que contienen conjugados de Hb-Trolox, lo que in-
dica una proteccion frente al efecto litico del generador de radicales. También se determiné la proteccion relativa
mediante la comparacién de las areas bajo la curva (AUC) obtenidas representando graficamente la absorbancia de
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lisado de gldbulos rojos frente al tiempo. Se determina el AUC mediante el tiempo de comienzo, la velocidad y la ex-
tensién global de la lisis de glébulos rojos. Menores valores de AUC indican una proteccién superior de los glébulos
rojos frente a la lisis. Las AUC para Hb-Trolox A y B fueron significativamente menores que para los productos de las
reacciones control correspondientes (sin TX-EDC afadido, tabla 4).

Tabla 4 - Grado de proteccién antioxidante mediante conjugados de Hb-Trolox y controles.

Muestra Concentracion de Trolox Concentracion de hemo- AUC con respecto a con-
(TX) globina trol de AAPH (%)
(mM) (mM)

AAPH 0 0 100

Trolox libre 0,50 0 88

Hb libre (A) 0 0,20 39

Hb libre (B) 0 0,20 35

TX + Hb libres 0,50 0,20 28

Hb-Trolox A 0,32 0,20 10

Hb-Trolox B 0,45 0,20 4

PBS 0 0 0

También se muestran los datos de AUC para la lisis de glébulos rojos en presencia de Trolox libre, hemoglobina libre
(control) y una mezcla de Trolox y hemoglobina libres. Tanto el Trolox como la hemoglobina, solos, muestran menos
proteccién que los conjugados de hemoglobina-Trolox correspondientes que contienen la misma cantidad de hemo-
globina y la misma o menor concentracién de Trolox en forma unida. La mezcla del Trolox y la hemoglobina libres
muestra una proteccion superior a una concentracion igual de cualquier compuesto solo, pero todavia menos pro-
teccion que los conjugados de hemoglobina-Trolox correspondientes que contienen la misma cantidad de hemoglo-
bina y la misma o menor concentracién de Trolox en forma unida. Puesto que el conjugado y la mezcla tienen el
mismo contenido en hemoglobina, y el conjugado contiene el mismo o menos Trolox que la mezcla, entonces la acti-
vidad superior del conjugado sugiere un efecto sinérgico, indicado por un aumento en la actividad antioxidante global
debido a la conjugacion.

Ejemplo 3: Polimerizacion de hemoglobina modificada con Trolox

Se dializaron conjugados de hemoglobina-Trolox (Hb-Trolox A y B) preparados en el ejemplo 1 frente a tampdn Bis-
Tris 50 mM, pH 6,8. Se afiadieron tres equivalentes de o-rafinosa (patente estadounidense 5.532.352 Pliura et al.)
disueltos en agua a disoluciones de hemoglobina-Trolox para dar una concentracion final de hemoglobina de 42
mg/ml. Se mantuvieron las mezclas bajo gas de CO a 22°C durante 24 horas. Se prepararon las disoluciones de 30
mM en acetato de sodio, y se afiadieron 20 equivalentes de dimetilaminoborano acuoso con respecto al contenido
en o-rafinosa. Tras 24 horas, se dializaron las disoluciones frente a agua luego PBS a pH 7,4. La cromatografia de
exclusiéon molecular en condiciones de disociacién, no desnaturalizantes, indicé la formacion de especies de hemo-
globina-Trolox reticuladas intra e intermolecularmente (tabla 5). El Hb-Trolox no reticulado por o-rafinosa se eluye
como dimeros de alfa-beta-globina de 32 kDa en las condiciones de cromatografia usadas. Esta especie de Hb no
reticulada puede eliminarse si fuera necesario mediante medios convencionales tales como ultrafiltracion o cromato-
grafia. Es posible una optimizacion de las condiciones para controlar la cantidad de especie de Hb no reticulada.

Tabla 5: Distribucion de peso molecular de hemoglobina polimerizada con o-rafinosa-Trolox

. Distribucion de peso molecular (%)
Especie de —— ——
eso molecular (kDa) Hb polimerizada- Hb polimerizada-
p Trolox A Trolox B
32 12,2 11,8
64 447 411
>64 43,1 471

Ejemplo 4 - Preparacién de conjugado de Hb polimerizada con Trolox

Se conjugd Trolox con Hb reticulada con o-rafinosa (poliOR-Hb, patente estadounidense 5.532.352 Pliura et al.)
usando el método del ejemplo 1. Se hizo reaccionar un exceso molar de 100 veces de TX-EDC con poliOR-Hb en
tampon MES 100 mM a pH 5,6 y 7. Se analizaron todas las muestras mediante cromatografia de exclusiéon molecu-
lar (SEC) y HPLC en fase inversa (RP-HPLC). En poliOR-Hb, las cadenas alfa y beta estan modificadas por o-
rafinosa en un 33 y un 90%, respectivamente, antes de la reaccién con TX-EDC (tabla 6). Tras la reacciéon con TX-
EDC a tres valores de pH diferentes, se aumento la modificaciéon de las cadenas alfa y beta hasta un 67-77% y 93-
99%, respectivamente, y se observaron mediante RP-HPLC varias nuevas cadenas modificadas. Algunas de estas
cadenas modificadas con TX corresponden a las observadas tras la reaccion de Hb con TX-EDC, tal como se identi-
fico en el ejemplo 1.
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Tabla 6 - Modificacion de las cadenas de globina de conjugados de poliOR-Hb-TX
Rxn | Muestra pH de % de modificacion de globina | Aumento en % de la modifica-
rxn en comparacion con Hb cion de globina en compara-
cién con poliOR-Hb
Beta Alfa Beta Alfa
1 Hb n/a n/a n/a n/a n/a
2* poliOR-Hb n/a 90,2 33,3 n/a n/a
3 poliOR-Hb-TX 7 93,4 75,6 3,2 423
4 poliOR-Hb-TX 6 99,7 77,1 9,5 43,8
5 poliOR-Hb-TX 5 96,6 67,3 6,4 34

*Reaccion control, sin Trolox ni EDC afiadidos.

Ejemplo 5:

i) Conjugacién de Trolox con respecto a hemoglobina polimerizada con o-rafinosa: adiciones individua-
les y multiples de Trolox

Se prepard hemoglobina polimerizada con o-rafinosa (poliOR-Hb) tal como se describe en la patente estadouniden-
se 5.532.352 Pliura et al. A cada una de las dos disoluciones separadas (reacciones A y B) de 0,50 g de poliOR-Hb
en aproximadamente 50 ml de tampdén MES 125 mM, pH 7,0 se le afiadieron 0,194 g de Trolox que se habia hecho
reaccionar previamente durante 10 - 20 minutos a temperatura ambiente con 0,149 g de EDC en 1 ml de acetonitrilo.
Se afiadieron cantidades idénticas de Trolox/EDC a la reaccién B a las 5 y 19 horas, para un total de tres adiciones.
A la reaccion A se le afiadieron a los mismos tiempos voliumenes de 1 ml de acetonitrilo. Se agitaron ambas reaccio-
nes bajo gas de CO a 22°C durante un total de 27 horas. Se analizaron las muestras tras filtracion y didlisis frente a
agua, MgCl, 0,5 M tamponado con Tris y solucién salina tamponada con fosfato a pH 7,4. No pudo detectarse Trolox
libre mediante cromatografia. Se prepararon productos control mediante reaccion con EDC solo sin Trolox afiadido.

ii) Proteccion in vitro de glébulos rojos frente a lisis:

Usando el método descrito en el ejemplo 2, se midieron las actividades antioxidantes de los dos conjugados. Se liga-
ron con CO las muestras y la concentracion de los conjugados y los controles en la suspensién de ensayo de glébu-
los rojos fue de 12 mg/ml. Ambos conjugados de Trolox mostraron una proteccion superior a la de los controles co-
rrespondientes sin Trolox. La proteccion fue la mas grande en el producto obtenido tras tres adiciones de Trolox, que
se mostré mediante el analisis de HPLC en fase inversa que estd modificado de manera mas extensa por Trolox que
el producto obtenido mediante una adicion individual de Trolox. EI AUC para el producto de adicion de 3 veces fue
del 3% del control, mientras que el AUC del producto de adicién individual fue del 33% de control. Se presentan los
resultados en la tabla 7 a continuacion.

Tabla 7 - Grado de proteccion antioxidante mediante conjugados de poliOR-Hb-Tx y controles
AUC con respecto a

Muestra control de AAPH (%)
AAPH 100

1X control 83

3X control 69

1X TX-EDC (reaccion A) 27

3X TX-EDC (reaccion B) 2

PBS 0

Ejemplo 6:

i) Preparaciéon a gran escala de conjugado de Trolox de hemoglobina polimerizada con o-rafinosa (po-

[IOR-Hb-TX):

Se preparé hemoglobina polimerizada con o-rafinosa (poliOR-Hb) tal como se describe en la patente estadouniden-
se 5.532.352 Pliura et al. Se hicieron reaccionar 4,01 g de Trolox con 3,07 g de EDC en 40 ml de acetonitrilo durante
10-20 minutos a temperatura ambiente. Se afiadié esta disolucion a 18,9 g de poliOR-Hb en 2 | de tampon MES 126
mM, pH 7,0. Se hicieron adiciones idénticas de Trolox/EDC tras 3,5 y 21 horas, para un total de tres adiciones. Se
agité la reaccion bajo gas de CO a 22°C durante todo el procedimiento. Tras 26 horas de tiempo de reaccién total, se
filtré la disolucion y se diafiltré frente a agua, solucion salina tamponada con fosfato y lactato de Ringer hasta una
concentracién de Hb final de 77 mg/ml. Se ajustd el pH a 7,24 con NaOH diluido durante la diafiltracion de lactato de
Ringer. No pudo detectarse Trolox libre mediante cromatografia. Se oxigené una parte del producto antes del anali-
sis adicional.
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ii) Proteccion in vitro de glébulos rojos frente a lisis:

Usando el método descrito en el ejemplo 1, se midio la actividad antioxidante del poliOR-Hb-TX. Los productos so-
metidos a prueba incluyeron oxigeno y poliOR-Hb ligado con CO (sin tratamiento con TX ni EDC), producto ligado
con CO reservado antes de la oxigenacion tal como se describié anteriormente, y producto oxigenado. Todos los
productos estaban presentes en la suspension de ensayo de lisis de glébulos rojos a 11,7 mg/ml. Se presentan los
resultados en la tabla 8 a continuacion. Estos resultados indican una mejor proteccion de globulos rojos frente a lisis
mediante las formas tanto oxigenadas como de monodxido de carbono de conjugados de Trolox que mediante los
controles.

Tabla 8 - Grado de proteccion antioxidante mediante poliOR-Hb-Tx y controles
AUC con respecto a

Muestra control de AAPH (%)
AAPH 100

PoliOR-Hb (forma oxi) 39

PoliOR-Hb (forma de CO) 47

PoliOR-Hb-TX (forma oxi) 15

PoliOR-Hb-TX (forma de CO) 6

PBS 0

Ejemplo 7

Efecto hemodinamico de poliOR-Hb-TX tras una infusion hipervolémica del 10% en rata consciente

Se anestesiaron ratas Sprague-Dawley macho (250-350 g) con isoflurano el dia del experimento. Se canularon la
vena y arteria femoral derecha. Tras 1,5 horas de recuperacion de la cirugia, se les infundié a los animales conscien-
tes que se encontraban en jaulas metabdlicas con cualquiera de dos disoluciones: PoliOR oxigenado-TX preparada
en el ejemplo 6 o poliOR-Hb (sin tratamiento con TX-EDC; ambas disoluciones fueron de 7,7 g/dl en solucion de
Ringer lactada). EI volumen de infusion fue igual al 10% del volumen de sangre estimado del animal. Se registraron
la tensién arterial media (TAM) y la frecuencia cardiaca (FC) 30 minutos antes de la infusién para establecer valores
iniciales, durante la infusién y durante 2 horas tras la infusion (figuras 3 y 4). Se sometieron a prueba cuatro anima-
les en cada uno de los dos grupos. La TAM inicial antes de la infusion fue de 101+4 mm Hg (poliOR-Hb) y de 110£3
mm Hg (poliOR-Hb-TX). Tras la infusion, la TAM aument6 significativamente (P<0,01) hasta 142+7 y 151+1 mm Hg
en los grupos poliOR-Hb y poliOR-Hb-TX, respectivamente. La diferencia en el aumento no fue significativamente
diferente entre los dos grupos (P>0,05). La FC antes de la infusién fue de 407+£17 y 394+17 latidos por minuto (Ipm)
en los grupos de poliOR-Hb y poliOR-Hb-TX, respectivamente. La FC tras la infusidon disminuy6 significativamente
(P<0,01) hasta 345+16 y 316+10 Ipm en los grupos de poliOR-Hb y poliOR-Hb-TX, respectivamente. La diferencia
en la disminucién no fue significativamente diferente entre los dos grupos (P>0,05). La conjugacion de Trolox no al-
terd las propiedades hemodinamicas del HBOC poliOR-Hb en este estudio.

Ejemplo 8 - Conjugacion en condiciones de desoxigenacion

Se conjugo Trolox con poliOR-Hb en condiciones de desoxigenacién para preparar un producto con una Psg alta,
mas adecuado para su uso como HBOC. Se desoxigenaron poliOR-Hb y tampén MES mediante medios convencio-
nales. Se hicieron reaccionar 0,78 g de Trolox con 0,60 g de EDC en 4 ml de acetonitrilo durante 10-20 minutos a
temperatura ambiente. Se anadioé esta disolucion a 2,04 g de poliOR-Hb en 200 ml de MES 120 mM a pH 7,0. Se
hicieron dos adiciones idénticas tras 4 y 21 horas. A las 27 horas tras la primera adicion, se cargo la mezcla de reac-
cion con gas de CO, se filtro, se concentré y se dializé exhaustivamente frente a PBS. Se encontré que las Psg del
poliOR-Hb de partida, el conjugado preparado en este ejemplo y el conjugado preparado en el ejemplo 6 fueron 41,
40 y 16 mm Hg respectivamente, a 37°C, usando un aparato Hemox-Analyzer (TCS Instruments, Southampton,
Pensilvania, EE.UU.).

Ejemplo 9 - Comparacién de actividades antioxidantes.

Usando el método descrito en el ejemplo 1, se midieron las actividades antioxidantes de los productos de poliOR-
Hb-TX preparados en condiciones de desoxigenacion (ejemplo 8) y condiciones de CO (ejemplo 6). Se ligaron con
CO las muestras y la concentracién de los conjugados y los controles en la suspension de ensayo de glébulos rojos
fue de 12 mg/ml. Se evaluaron una concentracion igual de poliOR-Hb, asi como dos concentraciones de Trolox solo
que representan 1x y 0,5x su limite de solubilidad en la disolucién de prueba. Ambos conjugados mostraron una pro-
teccién superior a la de controles de Trolox y poliOR-Hb. Esto se muestra en la tabla 9 a continuacién. La proteccion
fue comparable para los productos preparados en condiciones de desoxigenacion y CO.
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TABLA9

Muestra (todas las muestras que contenian Hb en AUC con respecto a
forma de CO) control de AAPH (%)
AAPH 100

Trolox (0,26 mM) 87

Trolox (0,52 mM) 70

PoliOR-Hb (12 mg/ml) 28

PoliOR-Hb-TX (del ejemplo 6, 0

12 mg/ml)

PoliOR-Hb-TX (del ejemplo 8, 3

12 mg/ml)

PBS 0
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REIVINDICACIONES

1. Composicion quimica que tiene capacidad de transporte de oxigeno y que comprende moléculas de
transporte de oxigeno biocompatibles unidas quimicamente a un antioxidante biocompatible que consiste esencial-
mente en un acido cromanocarboxilico que corresponde a la férmula general:

en la que R’ es H o un radical alquilo de 1-20 atomos de carbono y R’4, R’ y R’s se seleccionan independientemente
de H y alquilo C1-C4, y R4 es un enlace directo o cadena de alquilo C1.g, en la que la sustancia de transporte de oxi-
geno es una macromolécula de hemoproteina.

2. Composicidon quimica segun la reivindicacion 1, en la que la macromolécula de hemoproteina es una es-
pecie de hemoglobina.

3. Composicion segun la reivindicacion 1, en la que la composiciéon es un conjugado unido covalentemente
de dicho acido cromanocarboxilico y hemoglobina humana.

4, Composicion segun la reivindicacion 2 o la reivindicacion 3, en la que la hemoglobina del conjugado se
reticula para formar unidades tetraméricas estabilizadas.

5. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en la que la hemoglobina del conjugado esta
al menos parcialmente oligomerizada en oligémeros de hasta doce unidades tetraméricas estabilizadas.

6. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, que comprende una mezcla de unidades de
hemoglobina tetraméricas estabilizadas conjugadas con el antioxidante de acido cromanocarboxilico y oligémeros de
desde 2-8 de tales unidades de hemoglobina estabilizadas conjugadas con el antioxidante de acido cromanocarboxi-
lico.

7. Composicidn segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en la que la hemoglobina se reticula con un
polialdehido, glutaraldehido, un compuesto de diaspirina, un compuesto de piridoxilo o0 un compuesto de trimesoilo.

8. Composicion segun la reivindicacion 7, en la que la hemoglobina se reticula con un polialdehido derivado
de la apertura de anillo oxidativa de un polisacarido.

9. Composicion segun la reivindicacion 8, en la que el polisacarido es o-rafinosa.

10. Composicién segun las reivindicaciones 2 a 9, en la que el conjugado de hemoglobina-antioxidante esta
unido a un polimero biocompatible.

11. Composicion segun la reivindicacion 10, en la que el polimero biocompatible es polietilenglicol, un poli-
sacarido, un poliaminoacido o un soporte insoluble.

12. Composicién segun la reivindicacion 1, en la que en la formula del acido cromanocarboxilico, al menos
uno de Ry, R’ y R’3 es metilo.

13. Composicion segun la reivindicacion 13, en la que, en la férmula del acido cromanocarboxilico, R’4 es un
enlace directo.

14. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en la que el antioxidante de acido cromano-
carboxilico es 2,5,7,8-tetrametil-2-carboxi-croman-6-ol.

15. Procedimiento de preparaciéon de una composicion de hemoglobina que tiene propiedades antioxidantes y
adecuada para su administracion a un paciente mamifero, que comprende hemoglobina libre de estroma, purificada,
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que reacciona quimicamente, con un acido cromanocarboxilico segun la reivindicaciéon 1 para formar un conjugado
quimico unido covalentemente de los mismos.

16. Procedimiento segun la reivindicacion 15, en el que antes de la conjugacién con el acido cromanocarboxi-
lico, la hemoglobina se hace reaccionar con un reactivo de reticulacién para estabilizarla en su forma de unidad te-
tramérica, frente a la disociacion en unidades diméricas.

17. Procedimiento segun la reivindicacion 15, en el que el conjugado de hemoglobina-acido cromanocarboxi-
lico se hace reaccionar posteriormente con un reactivo de reticulacion de hemoglobina para llevar a cabo la estabili-
zacion de reticulacion de la parte de hemoglobina del conjugado.

18. Procedimiento segun la reivindicacién 16 o la reivindicacién 17, en el que el reactivo de reticulacion es un
polialdehido.

19. Procedimiento segun la reivindicacion 18, en el que el polialdehido es o-rafinosa.

20. Procedimiento segun la reivindicaciéon 19, en el que la hemoglobina esta al menos parcialmente oligome-

rizada mediante reaccion adicional con o-rafinosa.

21. Procedimiento segun la reivindicacion 15, en el que la reaccién entre la hemoglobina y el acido cromano-
carboxilico se realiza en presencia de un compuesto activador.

22. Procedimiento segun la reivindicacion 21, en el que el compuesto activador es una carbodiimida.

23. Procedimiento segun la reivindicacion 22, en el que la carbodiimida es 1(3-dimetilaminopropil)-3-
etilcarbodiimida.

24, Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 15-23, en el que el acido cromanocarboxilico es
2,5,7,8-tetrametil-2-carboxi-croman-6-ol.

25. Uso de una composicion quimica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en la preparacion de
una composicion liquida de transporte de oxigeno biocompatible para fines terapéuticos antioxidantes.

26. Composicion quimica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, para su uso en una composi-
cion liquida de transporte de oxigeno biocompatible para terapia antioxidante.
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