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DESCRIPCION

Métodos para la produccion y uso de eritrocitos cargados con sustancias para la observacion y el tratamiento de la
hemodinamica microvascular

Campo de la invencion

Se describen en la presente descripcion estuches, composiciones y métodos para el uso clinico de eritrocitos en los
campos de la angiografia y la terapia médica. Los eritrocitos se han precargado con sustancias para la observacion del
flujo sanguineo en condiciones fisioldgicas para detectar anomalias en la circulacion. Los eritrocitos también pueden
usarse para el suministro de sustancias terapéuticas en areas vasculares localizadas. Esta tecnologia puede aplicarse a
cualquier vasculatura que pueda visualizarse directamente por medios épticos, como las vasculaturas oculares.

Antecedentes de la invencion

La formacion de imagenes angiograficas médicas tipicamente implica la administracion a un sujeto de una sustancia
detectable (véase la patente de Estados Unidos nim. 6,915,154). En algunos casos la sustancia detectable también puede
ser un agente terapéutico (véase la publicacion de patente de Estados Unidos nim. 2004/0206364). Con mas frecuencia
la sustancia detectable se administra directamente a un sujeto mediante la inyeccion intravascular, en cuyo caso la
sustancia detectable se mezcla con y se transporta por el plasma a través de la vasculatura, junto con las células
sanguineas. Cuando se usa la metodologia de angiografia convencional, en donde la sustancia detectable es un colorante
liquido, la fisiologia del flujo sanguineo se trata de una manera muy simplista, especialmente a nivel microvascular (es
decir, las arteriolas, los capilares y las vénulas).

La sangre es un fluido no newtoniano, pseudoplastico. Sin embargo, en aplicaciones de diagnéstico, la sangre se trata a
menudo como si fuera similar al agua (es decir, un fluido newtoniano), y no una mezcla homogénea de dos fluidos no
newtonianos claramente diferentes: (1) liquido (plasma) y (2) particulas (células sanguineas, especialmente eritrocitos).
Las limitaciones inherentes a la angiografia convencional contribuyen a ignorar que la dinamica del movimiento plasmatico
no necesariamente refleja la dinamica del movimiento de los eritrocitos, especialmente a nivel microvascular, donde su
movimiento es mucho mas importante que el del plasma para la eficiencia metabdlica de la circulacion. Por ejemplo, en
la angiografia convencional de las vasculaturas oculares con fluoresceina sédica e indocianina verde (SFA e ICGA), la
fluorescencia observada proviene de las moléculas de colorante asociadas principalmente con el plasma sanguineo, no
con los eritrocitos. Incluso en los capilares, donde estos se deforman para pasar uno a la vez en forma de vagon, los
eritrocitos no pueden verse en las imagenes de angiogramas convencionales, por lo que los fenédmenos metabdlicamente
significativos como la vasomocion, que resulta en la suspension periodica del movimiento de los eritrocitos a través de los
capilares, no pueden visualizarse directamente. Sin embargo, se ha postulado que todos los hallazgos clinicos
relacionados con el edema en la maculopatia diabética pueden explicarse como resultado de alteraciones en la
vasomocion retiniana (Bek 1999, Acta Ophthalmol Scand 77:376). Ademas, en la angiografia convencional, las moléculas
de colorante abandonan el plasma y se asocian con las paredes de los vasos, por lo que los vasos sanguineos exhiben
rapidamente fluorescencia en estado estacionario, oscureciendo de esta manera la visualizacién adicional del movimiento
de la sangre. En consecuencia, la angiografia convencional con colorante fluorescente se limita como herramienta de
diagndstico, ya que la informacion hemodinamica que transmite es engafiosa con respecto a la eficiencia metabdlica y la
capacidad del flujo sanguineo microvascular. Un ejemplo de esto seria basarse en la observacion de angiogramas
convencionales para analizar la capacidad metabdlica del flujo sanguineo a través de una membrana neovascular
coroidea (CNV). Debido al fendmeno bien conocido de escurrimiento de plasma (que puede ocurrir cuando el vaso
alimentador de la CNV emerge en un angulo agudo a partir del vaso arterial coroideo que lo alimenta), solo el plasma
deficiente en eritrocitos profusaria la CNV, pero esta deficiencia no se reflejaria en las imagenes de angiograma, ya que
la fluorescencia proviene solo del colorante en el plasma, no de los eritrocitos.

Alternativamente, se ha administrado una sustancia detectable (por ejemplo, el colorante de fluoresceina sédica) en un
portador de particulas, los liposomas sensibles al calor (Kiryu y otros 1994, Invest Opthalmol Vis Sci 35:3724). Sin
embargo, tales particulas artificiales son rigidas y pequefas para asegurar que puedan pasar sin obstrucciones a través
de los vasos capilares mas pequefios. No pueden servir como modelos fieles de la dinamica de los eritrocitos.

Resumen de la invencién

En la presente descripcion se describen estuches, composiciones, y métodos que aprovechan la capacidad de los
eritrocitos de precargarse con diversas sustancias, como colorantes fluorescentes que facilitan la formacion de imagenes
médicas. Los eritrocitos humanos, a pesar de sus grandes diametros y volumenes, se adaptan facilmente a los diametros
capilares pequefios, y se ha demostrado que poseen propiedades que los hacen utiles como portadores de moléculas
diferentes a la hemoglobina. Los eritrocitos son capaces de deformacion reversible, como ocurre cuando estan en una
solucién hipotdnica; sus volumenes aumentan, lo que provoca que poros de 200-500 A se abran transitoriamente en las
membranas de las células (Seeman, 1967, J Cell Biology 32:55), lo que permite el intercambio de transmembrana
bidireccional entre su contenido normal (hemoglobina) y sustancias de alto peso molecular colocadas en su cercania
externa. Después, cuando la solucion vuelve a la normotonicidad, los poros se cierran y las células vuelven a su tamafo
normal, y en encapsulan en su interior las sustancias afiadidas; la sustancia restante no retenida puede eliminarse por
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lavado, lo que deja eritrocitos osmoticamente competentes cargados de sustancias; estas células contienen cantidades
reducidas de hemoglobina, lo que las hace incompetentes o al menos ineficaces con respecto al suministro de oxigeno.
Sin embargo, los eritrocitos cargados de sustancias (S-1E) parecen tener un tiempo de vida normal de hasta 120 dias, y
se han utilizado para estudiar la morfologia, fisiologia y bioquimica de la membrana (véase, por ejemplo, Wu y otros, 2005,
Biochem Pharmacol 69(8): 1257; Rodnenkov y otros, 2005, Pathophysiology 11 (4):209). Los S-IE se han usado en el
campo de la formacion de imagenes médicas (véase, por ejemplo, Thelwall y otros, 2002, Magnetic Resonance in
Medicine 48:649; Kleszcynska y otros, J. Flouresc. 15(2):137).

Una modalidad se refiere al descubrimiento de que la cantidad de colorante ICG insertada en cada eritrocito puede
producir fluorescencia detectable sin exceder los niveles seguros de iluminacion retinal. Otra modalidad se refiere al
descubrimiento de que la cantidad necesaria para inducir 6ptimamente la fluorescencia y la cantidad mucho mas necesaria
para absorber energia suficiente para potenciar la fotocoagulacién son mutuamente excluyentes. Todavia otra modalidad
se refiere al resellado de las células de los eritrocitos cargados de sustancias.

El uso de eritrocitos como un sistema de suministro de farmacos ha sido investigado (ver, por ejemplo, Rossi y otros 2001,
Biotechnol Appl Biochem 33:85; Magnani y otros, 1998, Biotechnol Appl Biochem 28:1). En el método descrito, los
eritrocitos cargados con diversas sustancias terapéuticas se reinyectaron autélogamente en un sujeto y se distribuyeron
subsecuentemente por todo el cuerpo; alli estos liberaron continuamente la sustancia encapsulada a medida que la
poblacién de eritrocitos experimentaba una muerte celular normal en un intervalo de aproximadamente 120 dias. Aunque
es util para el suministro de ciertos farmacos en los que es conveniente el mantenimiento de algin nivel de sustancia a lo
largo de la circulacién, este método no permite facilmente la liberacion dirigida de sustancias terapéuticas en una alta
concentracion. Por lo tanto, su uso puede ser limitado para el suministro de sustancias a areas vasculares especificas
que requieren concentraciones terapéuticas demasiado altas para ser toleradas en todo el cuerpo. Otra modalidad se
refiere al descubrimiento de que en situaciones donde el area vascular objetivo es dpticamente accesible (por ejemplo,
las vasculaturas oculares o las vasculaturas de 6rganos huecos tales como la vejiga), los eritrocitos cargados con
sustancias apropiadas pueden lisarse por medio del suministro ptico de una radiacién apropiada, y de esta manera
suministran en areas precisamente localizadas sus contenidos retenidos.

También se describen en la presente descripcion estuches y métodos para la preparacion relativamente facil de eritrocitos
cargados con sustancias (S-IE) para su uso en la aplicacion clinica para la reinyeccion autdloga. Alternativamente, pueden
prepararse eritrocitos precargados adecuados para la reinyeccion homologa en una forma comercial. Con este fin, en la
presente descripcion se describen metodologias para producir y estabilizar células cargadas con sustancias, tanto para
aplicaciones de diagndstico como terapéuticas en seres humanos, que pueden evitar la necesidad del usuario final de
acceder a extensos servicios de laboratorio con el objetivo de obtener y procesar células en condiciones estériles de
banco sanguineo.

Otra modalidad se refiere al descubrimiento de que los S-IE con fluorescencia incrementada (por encima de lo que puede
lograrse mediante la carga 6ptima de colorante solo en cada eritrocito) para la deteccion de células, pueden lograrse
mediante la incorporacién de coloides metalicos de plata.

Otra modalidad proporciona nuevos enfoques para la deteccion y la liberacion controlada de sustancias terapéuticas
encapsuladas en S-IE que dan como resultado el suministro de altas concentraciones de sustancia con respecto a areas
vasculares especificas, pero que al mismo tiempo ascienden a concentraciones de microdosis con respecto a la
circulacién como un todo; esto hace posible el uso de sustancias que de cualquier otra manera serian rechazadas debido
a la importante toxicidad sistémica que demuestran cuando se administran por inyeccion intravenosa convencional.
Diversas sustancias y sus combinaciones pueden precargarse en los eritrocitos de manera que se considere un espectro
de propiedades biolégicas, quimicas y fisicas convenientes de esos elementos de maneras en las que esas
combinaciones no producirian resultados utiles.

Una modalidad se refiere al uso de sustancias precargadas en eritrocitos y al uso de S-IE en angiografia de diagnostico
oftalmico y suministro de farmacos. Alternativamente, esta tecnologia puede aplicarse a otras vasculaturas que pueden
visualizarse directamente, asi como también a otras sustancias que facilitan fines similares en esas otras vasculaturas.

Breve descripcion de los dibujos

Diversas modalidades de la invencion se comprenderan a partir de la siguiente descripcion, las reivindicaciones adjuntas
y los dibujos adjuntos, en los que:

Las Figuras 1A-1D son micrografias de fluorescencia en el infrarrojo cercano a 40 aumentos, de eritrocitos, que comparan
la luminosidad de las células "tefiidas" con ICG (A - tefiidas en solucion de ICG 1 mM durante 30 minutos y B - tefiidas en
solucion de ICG 2 mM durante 60 minutos para células en las cuales se cargd ICG a través de los poros en sus
membranas; C - plasma tefiido que resulta de la exposicion durante 20 minutos de los eritrocitos tefidos de A; D -
dializados en solucién de ICG 1 mM durante 30 minutos);

Las Figuras 2A-C son micrografias de fluorescencia en el infrarrojo cercano a 40 aumentos, de eritrocitos en los que se
cargo ICG, lo que demuestra el efecto de introducir diferentes concentraciones de colorante en la suspension de células
dializadas;
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Las Figuras 3A-3D son micrografias de fluorescencia en el infrarrojo cercano a 40 aumentos que comparan la luminosidad
de ICG "tefiido" (A = luminosidad inicial, B = luminosidad a 20 s) y eritrocitos cargados con ICG (C = luminosidad inicial,
D = luminosidad a 20 s) después de la exposicion continua a la misma iluminacién, debido al blanqueamiento;

La Figura 4A es una micrografia de fluorescencia en el infrarrojo cercano a 40 aumentos, de eritrocitos humanos cargados
con ICG;

La Figura 4B es una fotografia de un vial que contiene eritrocitos humanos liofilizados cargados con ICG;

La Figura 4C es una micrografia de fluorescencia en el infrarrojo cercano a 40 aumentos, de eritrocitos humanos
liofilizados y cargados con ICG, reconstituidos mediante la adicion de 1 ml de H20;

La Figura 5A es unaimagen de angiograma con fluoresceina sédica (izquierda) y una imagen de angiograma convencional
con ICG (derecha) para la orientacion del ojo derecho normal de un paciente;

La Figura 5B es una imagen de angiograma de eritrocitos cargados con ICG del ojo derecho normal del paciente; los
eritrocitos individuales aparecen como puntos blancos;

La Figura 5C es una imagen de angiograma con fluoresceina sddica (izquierda) y una imagen de angiograma convencional
con ICG (derecha) para la orientacion del ojo izquierdo enfermo del paciente;

La Figura 5D es un angiograma de eritrocitos cargados con ICG del ojo izquierdo enfermo del paciente; los eritrocitos
individuales aparecen como puntos blancos;

Las Figuras 6A y 6B son imagenes de angiograma del mismo ojo de conejo que comparan la fluorescencia de ICG en la
vasculatura coroidal después de la inyeccion intravenosa convencional de un bolo de colorante ICG acuoso (6A) y después
de la inyeccion de un bolo idéntico que contiene coloide de plata (6B);

La Figura 7 es una imagen de fluorescencia en el infrarrojo que compara el efecto potenciador de la fluorescencia del
coloide de plata en soluciones de ICG de 0,05 mg/ml; las muestras en el lado izquierdo no contienen coloides, mientras
que las del lado derecho contienen coloides; las muestras en la parte superior se encuentran en tubos de 1 cm de espesor,
mientras que las de la parte inferior se encuentran en tubos de 100 micrometros de espesor;

La Figura 8 es una imagen de fluorescencia en el infrarrojo de las muestras de la Figura 7 que muestra el reflejo de la luz
de longitud de onda 805 nm utilizada para estimular la fluorescencia; en este caso, no se colocé ningun filtro de barrera
frente a la camara CCD;

La Figura 9 es un diagrama esquematico de una modalidad de un estuche que contiene recipientes estériles usados en
la carga de sustancias en eritrocitos (ver Ejemplo 1);

La Figura 10A es una representacion esquematica de las etapas implicadas en la eliminacion de un volumen de eritrocitos
libre de plasma y leucocitos a partir de la parte inferior del tubo al vacio para la recoleccién de muestras de sangre después
de la centrifugacion, mediante el uso de una aguja larga;

La Figura 10B es una representacion esquematica de las etapas implicadas en la eliminacion de un volumen de eritrocitos
de la parte inferior de los dos tubos de 15 ml de solucién de lavado después de la centrifugacion, mediante el uso de una
aguja larga; y

La Figura 11 es una representacion esquematica de las etapas secuenciales ordenadas (A-E) que detalla el uso de esos
recipientes particulares del estuche representado en la figura 9 para lograr la dialisis de los eritrocitos, incluida la adicion
de colorante ICG a la solucién una vez que se completa la didlisis y los poros en las membranas celulares se abren.

Descripcion detallada de la invencién
Preparacion de eritrocitos cargados con sustancias para reinyeccion

Una modalidad se refiere a la encapsulacion de colorantes fluorescentes en eritrocitos para observacion diagndstica.
Opcionalmente, los eritrocitos pueden usarse para el suministro de sustancias terapéuticas. En la solicitud anterior, la
reinyeccion de S-IE puede mejorar el rendimiento de la angiografia al visualizar el movimiento de los eritrocitos
fluorescentes, en lugar del plasma marcado con colorante. En la ultima solicitud, el motivo para la encapsulacion de
sustancias en las células es que muchas sustancias convenientes no se unen bien a la membrana celular externa (como
es cierto para el colorante ICG). Sin embargo, la encapsulacién de esas sustancias en los eritrocitos y la liberacion
localizada por lisis inducida por laser facilita el suministro de altas concentraciones de sustancias en las areas objetivo,
que solo ascienden a concentraciones de microdosis con respecto a la circulacion como un todo. Esto hace posible el uso
de sustancias que de cualquier otra manera tendrian que rechazarse. En la solicitud anterior para observacion diagndstica,
la asociacion de colorantes fluorescentes con eritrocitos puede depender de una o mas de tres circunstancias, cada una
de las cuales se relaciona con por qué es Util la insercién del colorante en la célula en lugar de simplemente "tefir" el
exterior de la célula:

(1) Aungque muchos colorantes fluorescentes, como el colorante ICG, se unen a la membrana celular externa de los
eritrocitos, la uniéon es débil y no covalente, e independientemente de la concentracién del colorante y el tiempo de
conjugacion, la luminosidad maxima de fluorescencia que puede conseguirse es considerablemente menor que la éptima
(véase la Figura 1). Los eritrocitos en el cuadro B se "tifieron" mediante conjugacion con colorante ICG en una solucion al
doble de la concentracion del colorante y durante el doble que las células del cuadro A; sin embargo, la luminosidad de
fluorescencia de ambos es la misma ya que solo hay un niumero finito de sitios de unién disponibles en la superficie celular,
independientemente de la abundancia de las moléculas de colorante en una solucioén particular. El cuadro C demuestra
que una vez que las células "tefiidas" entran en contacto con proteinas plasmaticas, las moléculas de ICG son mas
atraidas por las proteinas plasmaticas que por la membrana celular, por lo que las células "tefiidas" se vuelven aiin menos
brillantes durante la circulacion; esto no ocurre con las células cargadas con colorante.
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(2) La exposicion a la energia de excitacion de fluorescencia para fines de diagnoéstico no debe exceder el nivel de
exposicién maximo seguro permisible para la retina sensorial. Dado que el colorante ICG es un emisor de fluorescencia
bastante débil, debe tenerse cuidado para garantizar que la cantidad de ICG presente después de la carga sea 6ptima, lo
que da como resultado la maxima intensidad de fluorescencia posible a un nivel de energia de excitacion seguro dado.
Esta condicién puede cumplirse mediante la insercion de colorante en los eritrocitos. La Figura 1, Cuadro D, demuestra
que la carga de eritrocitos con ICG por didlisis en una solucidon de colorante que tiene la misma menor concentracion
usada para tefiir las células en el Cuadro A, es considerablemente mas brillante; hay considerablemente mas sitios de
union dentro de un volumen celular (incluidos los asociados con la hemoglobina residual) que en su superficie externa.
Ademas, dado que el ICG es sujeto a la extincion de la fluorescencia por concentracion, incluso cuando esta dentro de
los eritrocitos, la cantidad de colorante cargado debe controlarse: demasiado o muy poco no producira la fluorescencia
maxima. La misma luminosidad de las células en A y B demuestra "tincion" mediante la conjugacién incluso en una
solucién de colorante de alta concentracion que no alcanza la luminosidad 6ptima posible mediante la insercion de
colorante (D). La imagen C demuestra que la afinidad de las moléculas de colorante ICG es mayor por las proteinas
plasmaticas que por la membrana externa de los eritrocitos; las células en A, B y D se resuspenden en solucién salina
isotonica. Alcanzar la concentracion 6ptima de colorante se logra controlando la cantidad de colorante en la soluciéon
durante la dialisis una vez que se abren los poros de las membranas celulares; la experimentacion ha determinado que
la cantidad 6ptima es de aproximadamente 1,0 umol/ml de soluciéon de células dializadas (véase la Figura 2). Después de
establecer el equilibrio entre las soluciones internas y externas de las células, los poros se cierran cuando se vuelve la
solucion hipotonica que contiene las células a un nivel normoténico, lo que fija la concentraciéon de colorante retenido.
Esto también tiene la ventaja de prevenir la tincion del plasma con colorante y la asociada reduccion del contraste entre
la fluorescencia de la célula y la luminosidad de fondo una vez que las células vuelven a inyectarse. Las Figuras 2A, 2By
2C tienen concentraciones de 0,31 pmol/ml de solucién, 0,89 umol/ml de solucién y 6,14 pmol/ml de solucién que dan
lugar a una luminosidad promedio en escala de grises de 8 bits de 159, > 255 y 165, respectivamente.

(3) El colorante ICG es sujeto de blanqueo, lo que dificulta la deteccion y la visualizacion de los eritrocitos cargados con
ICG debido a los reducidos niveles de fluorescencia resultantes para un nivel de iluminacion dado. Esto puede ser un
problema, especialmente cuando es conveniente realizar observaciones durante periodos de muchos segundos, como
seria necesario para observar los efectos de la vasomocién sobre el movimiento de los eritrocitos, en donde el movimiento
celular individual puede detenerse temporalmente durante hasta 30 segundos. Se ha determinado experimentalmente
que, mientras que las células "tefiidas" con colorante ICG son susceptibles de blanqueo, las células cargadas con ICG no
lo son (véase la Figura 3). De nuevo, es el numero limitado de moléculas colorantes en la membrana externa de un
eritrocito, en comparacion con el numero dentro del volumen celular lo que hace que este fenédmeno sea significativamente
visible en las células "tefiidas", pero no en las células cargadas.

En una modalidad, la encapsulacion de diversas sustancias en eritrocitos humanos se lleva a cabo mediante un
procedimiento de dialisis hipotonica, resellado isotdnico y reasociacion. La colocacion de eritrocitos lavados en una
solucién hipotonica provoca que los poros que pueden tener un tamafio que oscile entre 200-500 A se abran
transitoriamente en las membranas celulares, permitiendo de esta manera que las sustancias en la solucién (como el
colorante ICG) atraviesen las membranas. El hacer la solucién hipoténica normoténica provoca que los poros se cierren,
y las células (ahora con contenido de hemoglobina reducido) vuelvan a un estado osmoéticamente competente, y la
encapsulacion de las sustancias en su interior. Las sustancias restantes no retenidas pueden lavarse, dejando solo
eritrocitos cargados con sustancias (S-IE).

En una modalidad, la retencién del colorante (o encapsulacion) es como se describe a continuacion. Se obtiene sangre
fresca en anticoagulante acido-citrato-dextrosa en condiciones estériles y se centrifuga para obtener los eritrocitos.
Después se lavan en un tampén para eliminar las proteinas de la superficie, los leucocitos y las plaquetas y después se
centrifugan. Los eritrocitos se suspenden a aproximadamente 70 % de hematocrito (Ht) en la solucién de tampdn de
lavado dentro de un tubo de dialisis, donde se dializan frente a un tampén de didlisis. El colorante ICG se agrega después
a la solucion de eritrocitos dializados, y la mezcla se incuba con agitacion suave. Los eritrocitos (ahora con contenido
reducido de hemoglobina) se vuelven a cerrar cuando la solucién de eritrocitos dializados vuelve a un estado normoténico
y mediante la incubacion de las células. Las células reselladas se lavan varias veces y se centrifugan cada vez.
Aproximadamente 9 ml de sangre total producen 4 ml de eritrocitos cargados con ICG (aproximadamente 80 % de Ht).
Esta misma metodologia basica puede elaborarse para satisfacer varios enfoques para proporcionar los S-IE a usar en
varias circunstancias diferentes:

1. Preparacion Ad-hoc de pequefios volumenes de los S-1E para la reinyeccion autéloga:

Una modalidad proporciona un método para un usuario final que quiere utilizar los S-1E para un sujeto especifico, mediante
el uso de los propios eritrocitos del sujeto, o para introducir sustancias en una combinacion o concentraciéon deseada.

La invencién proporciona un método que comprende:

(a) proporcionar eritrocitos en una solucién anticoagulante de sangre;

(b) dializar la solucion que contiene eritrocitos en (a) frente a un tampon de dialisis que tiene una osmolalidad en el
intervalo de 50-70 mOsm/kg para hacer que se abran los poros en el eritrocito;

(c) combinar la solucién dializada en (b) con al menos un colorante fluorescente que es colorante verde de indocianina y
una sustancia que inhibe la formacién destructiva de cristales de hielo; y
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(d) combinar la solucién que contiene colorante en (c) con una solucion de resellado que tiene una osmolalidad de al
menos 1,000 mOsm/kg para reducir la osmolalidad, lo que provoca que los poros de los eritrocitos se cierren y se retenga
dentro de los eritrocitos al menos un colorante fluorescente y la sustancia; que comprende ademas la etapa de liofilizar
los eritrocitos que contienen el colorante y la sustancia retenidos.

En una modalidad, el suministro en la etapa (a) comprende obtener una muestra de sangre de un sujeto.

En una modalidad, la solucién dializada en (b) tiene una osmolalidad en el intervalo de 80-90 mOsm/kg, por ejemplo, una
osmolalidad en el intervalo de 85-87 mOsm/kg.

En una modalidad, el método comprende ademas lavar los eritrocitos con una solucion isoténica antes de la didlisis en

(b).

En una modalidad, el al menos un colorante fluorescente en (c) es colorante verde de indocianina que tiene una
concentracion en el intervalo de 0,25 a 3,0 ymoles/ml de solucion dializada.

Puede usarse un estuche que comprende lo siguiente:

un anticoagulante sanguineo;

un tampon de dialisis que tiene una osmolalidad en el intervalo de 50-70 mOsm/kg;
una camara de didlisis;

al menos un colorante fluorescente; y

una solucioén de resellado que tiene una osmolalidad de al menos 1,000 mOsm/kg.

En una modalidad, la camara de dialisis suspende desde su parte superior un tubo de dialisis con un limite de peso
molecular en el intervalo de 12 000 a 14 000 Daltons. En una modalidad, el tubo de dialisis permite la introduccién de un
fluido que contiene sangre en el tubo, y puede introducirse un fluido de dialisis fuera del tubo suspendido.

Pequefias cantidades de eritrocitos, como las que serian necesarias para la reinyeccion autéloga en un solo individuo,
pueden prepararse en condiciones estériles, usando su propia sangre, en aproximadamente un tiempo de 1,75 horas. Sin
embargo, dado que las condiciones estériles de laboratorio rara vez estan disponibles de manera conveniente en lugares
donde se llevan a cabo procedimientos diagnosticos y terapéuticos frecuentes, es un requisito una forma conveniente de
preparar o adquirir los eritrocitos si dichos procedimientos van a aplicarse ampliamente. Una modalidad proporciona
estuches (uno para cada sujeto individual) que consiste cada uno de una serie de recipientes estériles desechables,
precargados con cantidades apropiadas de productos quimicos. Puede transferirse un volumen de sangre recién obtenido,
en secuencia uno a otro, hasta que se completen las etapas de carga de sustancias (véanse las Figuras 9, 10y 11). Los
S-IE preparados de esta manera pueden almacenarse para su uso durante varios dias a 4 °C, hasta su uso.

Puede usarse un refrigerador pequefio que contiene una pequefia centrifuga de velocidad fija y tiempo fijo. El espacio del
refrigerador (accesible desde su parte superior para mantener razonablemente contenido el aire frio) puede ser lo
suficientemente grande como para contener y preenfriar un estuche y para proporcionar un espacio de trabajo fresco y
estéril, asi como también un lugar para almacenar temporalmente los S-IE preparados hasta su uso.

La ventaja de este método basico de preparacion es la introduccion ad hoc de sustancias o mezclas de sustancias (es
decir, la introduccién simultanea de dos o mas sustancias discretas, cada una a una concentracion diferente). Ademas, la
reinyeccion autéloga de las células de un sujeto asegura que se encontrara con la contaminacion de la incompatibilidad
de la proteina humana. Aunque no se requiere ningun procesamiento adicional, siempre que las células se almacenen a
la temperatura adecuada y se utilicen dentro de varios dias, las células pueden conservarse durante periodos mucho mas
largos mediante alguno de los métodos que se describen mas abajo. (Ver Ejemplos 1y 2)

En consecuencia, también se describe en la presente descripcién un estuche que comprende:
un anticoagulante sanguineo;

una pluralidad de soluciones hipoténicas;

al menos un colorante fluorescente; y

una solucioén de resellado que tiene una osmolalidad de al menos 1,000 mOsm/kg.

El estuche que se describe en la presente descripcidén proporciona una pluralidad de soluciones hipoténicas para diluir
sucesivamente una muestra de sangre y alcanzar una osmolalidad final en el intervalo de 80-90 mOsm/kg, por ejemplo,
en el intervalo de 85-87 mOsm/kg. La pluralidad de soluciones puede comprender al menos tres o al menos cuatro
soluciones hipotoénicas, teniendo cada una osmolalidad diferente. En una modalidad, la pluralidad de soluciones puede
tener la misma o diferente osmolalidad, siempre que la osmolalidad maxima de cualquiera de las soluciones sea 300
mOsm/kg y la osmolalidad minima de cualquiera de las soluciones sea de 50 mOsm/kg.

En cualquier modalidad descrita en la presente descripcion, el estuche puede comprender ademas una solucién salina

isotonica de lavado que comprende glucosa o trehalosa, por ejemplo, una solucién de glucosa 5 mM o al menos una
solucion de trehalosa 50 mM (por ejemplo, una solucion de trehalosa 50 mM).
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Otro método que se describe en la presente descripcion comprende las siguientes etapas:

(a) combinar eritrocitos con un anticoagulante sanguineo para formar una solucion que tiene una osmolalidad de al menos
300 mOsm/kg;

(b) diluir sucesivamente la solucién en (a) con al menos tres soluciones hipoténicas para reducir la osmolalidad a menos
de 100 mOsm/kg para provocar la apertura de los poros de los eritrocitos;

(c) combinar la solucion diluida en (b) con al menos un colorante fluorescente; y

(d) combinar la solucién que contiene colorante en (c) con una solucion de resellado que tiene una osmolalidad de al
menos 1,000 mOsm/kg para reducir la osmolalidad, provocando que los poros de los eritrocitos se cierren y se retenga al
menos un colorante fluorescente dentro de los eritrocitos.

En una modalidad, los estuches o métodos descritos en la presente descripcién incluyen una solucion isoténica de
resellado que tiene una osmolalidad de al menos 2,000 mOsm/kg.

En una modalidad, después de realizar cualquier método que se describe en la presente descripcion, después de la etapa
(d), el método comprende ademas:

(e) lavar los eritrocitos en una solucion salina isoténica de lavado que contiene glucosa o trehalosa para eliminar el
colorante extracelular.

En una modalidad, el lavado se realiza con una solucién salina que contiene trehalosa 50 mM.

En una modalidad, los estuches o métodos que se describen en la presente descripcidon proporcionan al menos un
colorante fluorescente, en particular colorante verde de indocianina (ICG). En una modalidad, la concentracion de
colorante de una composicion que comprende el colorante retenido se encuentra en el intervalo de 0,25 a 1,5 mM. En
otra modalidad, la concentracion de colorante se encuentra en el intervalo de 0,3 a 0,4 mM. En una modalidad, esta
concentracion optimiza la intensidad de la fluorescencia para facilitar la visualizacion de las células. Aun en otra modalidad,
la concentracién de colorante es mayor que 0,4 mM. Esta concentracion puede facilitar la absorcion por parte de las
células de longitudes de onda en el infrarrojo, lo que permite de esta manera que las células sean capaces de lisarse al
calentarse.

En una modalidad, la fuente de eritrocitos es sangre tipo O. En otra modalidad, la fuente de eritrocitos es sangre tipo A o
tipo B. En la ultima modalidad, el método puede comprender ademas afadir a-B-glucosidasa para separar los
aglutinégenos Ay B de la superficie de los eritrocitos.

En una modalidad, la composicién que comprende el colorante retenido en los eritrocitos comprende ademas al menos
un excipiente biocompatible. En una modalidad, el al menos un excipiente es polisacarosa. En una modalidad, la al menos
una concentracion de excipiente esta en el intervalo de 0,5 % a 5 %.

2. Pequefios volumenes preparados previamente de los S-IE para Inyeccion Universal:

Una modalidad proporciona un método para producir los S-IE para usuarios finales que desean el acceso a los S-IE sin
tener que adquirir sangre de sus sujetos. Este método puede realizarse a gran escala y puede proporcionar multiples
usuarios finales.

En situaciones en las que la solicitud de la metodologia basica anterior puede ser inconveniente debido a las limitaciones
de la ubicacion de las instalaciones o el tiempo, es posible utilizar en su lugar S-IE obtenidos de una fuente que no sea el
sujeto. Utilizando la metodologia basica, alicuotas de grandes volumenes de eritrocitos de donantes humanos de sangre
O negativos, precargados con diversas sustancias o mezclas de sustancias, pueden congelarse lentamente y mantenerse
a temperaturas criogénicas hasta que se necesiten para la inyeccion universal. Tal enfoque puede usarse para crear
células cargadas con sustancias que pueden ser inyectadas universalmente en sujetos humanos, mientras se elimina la
necesidad de obtener primero la sangre del sujeto y el tiempo requerido para la perpetracion. Este enfoque es
particularmente adecuado para preparaciones de células cargadas con sustancias que pueden usarse frecuentemente en
numerosos sujetos, como para la modalidad de procedimientos diagnésticos o terapéuticos normalizados, donde no se
contempla el uso de sustancias ad hoc.

Alternativamente, el grupo de sujetos que forma la fuente de eritrocitos para la preparacion a granel de eritrocitos cargados
con sustancias inyectables universalmente, puede expandirse mas alla de aquellos que tienen solo sangre tipo O negativo
mediante el uso al comienzo del proceso de carga celular de a-B glucosidasa para separar la superficie celular A- y B-
aglutinégenos. Parece que no existe nada definitivo en la bibliografia que indique el nivel umbral a partir del cual cualquier
antigeno de superficie de la membrana celular no eliminado por lavado u otro tratamiento induciria una reaccion
inmunoldgica. Dado que se anticipa, especialmente con respecto al uso diagndstico, que el volumen maximo de células
procesadas reinyectadas sera del orden de solo 1 o 2 ml, existe una posibilidad minima de inducir una reaccion
inmunoldgica.
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3. Preparacion de S-IE fuera de plataforma para inyeccion universal

Los S-IE liofilizados preparados para la inyeccion universal en los que se han insertado las sustancias convenientes a las
concentraciones deseadas dan como resultado una preparaciéon comercial que se almacena facilmente a temperatura
ambiente durante periodos prolongados (mas de un afio). La reconstitucion solo requiere la adicion de agua estéril, lo que
hace que dicho producto sea la forma mas conveniente de S-IE inyectables. Este parece ser el método mas adecuado
para hacer que las células cargadas de sustancias sean estables y se reconstituyan facilmente.

Los intentos anteriores de desarrollar un método para liofilizar eritrocitos de manera que la reconstitucion de las células
de como resultado eritrocitos con un citoesqueleto intacto y con hemoglobina biolégicamente activa (es decir, células
bioldgicamente viables por completo) han demostrado ser ilusorios; el hecho de que tal preparacién no se encuentre
disponible facilmente subraya esto. Generalmente, cuando los eritrocitos se liofilizan por métodos previos, por ejemplo,
en una solucién salina acuosa o una solucion salina tamponada con fosfato (PBS), las células reconstituidas se dafian en
la medida en que no son capaces de metabolizar (es decir, la hemoglobina celular no puede transportar oxigeno), y/o el
rendimiento de las células intactas, no deformadas, es inaceptablemente bajo. Un factor que provoca el dafio puede surgir
en el proceso de congelacion, donde los cristales de hielo se forman en el interior y exterior de las células, lo que altera
de esta manera la estructura celular. Los intentos de obviar este problema parecen incluir principalmente procedimientos
que utilizan velocidades de enfriamiento que son mas rapidas que la formacion de cristales de hielo (véase, por ejemplo,
la patente de los Estados Unidos5656498), o la inclusion de un monosacarido en el fluido de suspension celular que puede
o puede no difundirse en las células, cuya presencia suprime la cristalizacion del hielo durante el enfriamiento (véase, por
ejemplo, la patente de los Estados Unidos 5340592). Sin embargo, parece ser que estos enfoques no han logrado producir
rendimientos suficientemente altos de células funcionales tras la reconstitucién como para ser utiles en el campo clinico.

En los métodos que se describen en la presente descripcion, la composicion que contiene el colorante retenido se congela
o liofiliza. En consecuencia, las composiciones que se describen en la presente descripcion son composiciones
congeladas o secadas bajo congelacion (liofilizadas) que comprenden una composicion seca bajo congelacion (liofilizada)
que comprende al menos un colorante fluorescente retenido dentro de los eritrocitos.

En el método de la invencion, los eritrocitos en (d) retienen adicionalmente una sustancia (por ejemplo, en estado
hipotdnico) que inhibe la formacion destructiva de cristales de hielo durante el enfriamiento. En una modalidad, la sustancia
es un monosacarido, por ejemplo, trehalosa. En consecuencia, en una modalidad, los eritrocitos pueden retener
adicionalmente trehalosa o al menos un agente con eficacia terapéutica.

Una modalidad se refiere al reconocimiento de que ignorar los problemas encontrados por diversos intentos previos radica
en el reconocimiento de dos ventajas asociadas con los métodos de uso y produccion de eritrocitos cargados con
sustancias con respecto a los métodos de uso y produccién dirigidos a almacenamiento a largo plazo de sangre
metabdlicamente funcional. El primero es que la produccion de células metabdlicamente normales después de la
reconstitucion, que transportan Oz, no es importante para las aplicaciones de los S-IE para diagnostico y tratamiento; de
hecho, el reemplazo de una porcion del contenido de hemoglobina de las células es parte del proceso de carga. En
segundo lugar, los métodos de produccion de los S-IE implican la apertura de poros en las membranas de las células para
permitir el equilibrio entre los contenidos internos de las células y la solucidn en la que se suspenden las células. Esta
Ultima situacion facilita considerablemente la introduccién controlada de una cantidad adecuada de monosacarido
(preferiblemente, trehalosa) para evitar la formacion de cristales de hielo durante el proceso de liofilizacion; esto se logra
sustituyendo la trehalosa 50 mM por la glucosa 5 mM en la composiciéon de solucién tampén de lavado descrita en el
Ejemplo 1 Preparacion ad-hoc de eritrocitos humanos cargados con colorante ICG para la reinyeccion autéloga. Una vez
hecho esto, las células finales cargadas con la sustancia se diluyen en un 50 % de "hematocrito" en el mismo tampodn de
lavado con trehalosa, se agrega polisacarido (5 %) como excipiente para reducir la aglutinacion celular cuando se
reconstituye, al agregar 1 ml de agua destilada al sedimento liofilizado en el vial tapado. Como se demuestra en la Figura
4, los eritrocitos humanos reconstituidos cargados con ICG son equivalentes en intensidad de fluorescencia a la que
poseen antes de la liofilizacion.

Aplicacion Diagnostica de Eritrocitos cargados con Colorante Fluorescente

La formacion de imagenes angiografia médica tipicamente implica la administracién a un sujeto de una sustancia
detectable, como se describe, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos num. 6,915,154 y 6,351,663. En algunos
casos, la sustancia detectable también puede ser un agente terapéutico, como se describe en, por ejemplo, la publicacion
de patente de Estados Unidos nim. 2004/0206364.

Ademas de su papel en el suministro de los requisitos metabdlicos a los tejidos que satisfacen, entre las particulas
naturales presentes en la sangre, asi como también las artificiales que se introducen en la circulacion sanguinea para
diversos fines, los eritrocitos son muy adecuados para su uso como portadores de sustancias. Estos son las particulas
sanguineas naturales mas grandes y, desde un punto de vista hemodinamico, son esencialmente tan pasivas como el
suero, y solo agregan resistencia al flujo sanguineo debido a su tamafio y masa. (En comparacion, los leucocitos y los
trombocitos son biolégicamente activos, por lo que sus movimientos en la sangre que fluye estan influenciados por una
dinamica de fluido distinta a la del suero. Por ejemplo, los leucocitos, que forman parte del sistema inmunitario, muestran
un comportamiento de arrastre y avance al pasar la superficie endotelial de las paredes de los vasos). Ademas, a pesar
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de sus grandes volumenes, los S-IE conservan la capacidad de los eritrocitos originales para deformarse, lo que les
permite pasar a través de capilares de pequefio diametro; esta caracteristica supera el impedimento de tamafio inherente
al uso de portadores artificiales (como los liposomas) cuya geometria siempre es rigida. Estos atributos de los eritrocitos
los hacen ideales para transportar los colorantes fluorescentes utilizados en la angiografia. A diferencia de los
angiogramas convencionales que muestran el movimiento de plasma tefido con colorante, que a menudo muestran un
frente de onda mal definido que transita solo una vez, los angiogramas que muestran eritrocitos fluorescentes individuales
pueden proporcionar informacion continua sobre la velocidad y direccién del flujo sanguineo en una multitud de vasos
simultaneamente. Existen varios aspectos de la creacion y el uso de eritrocitos cargados con colorantes para angiografia
(por ejemplo, eritrocitos cargados con ICG):

1. Los eritrocitos cargados con colorante son convenientes en lugar de los tefiidos con colorante, debido a que la union
del colorante a la membrana eritrocitaria externa parece ser débil (es decir, uniéon no covalente). La energia impartida a
esas células "tefiidas" con colorante como resultado del flujo sanguineo turbulento, por ejemplo, es suficiente para romper
esos enlaces débiles. Después, las moléculas de colorante se hacen disponibles para su unién con otras proteinas
cercanas, lo que resulta rapidamente en una tincion de plasma y de la pared de los vasos sanguineos que disminuye el
contraste entre los eritrocitos y su fondo, mientras que al mismo tiempo disminuye la luminosidad de los propios eritrocitos.
Ademas, no es posible unir suficiente colorante a las membranas celulares para alcanzar la intensidad de fluorescencia
maxima necesaria para la visualizacion adecuada de las células individuales (véanse las Figuras 1A y 1B). Por otro lado,
el proceso de cargado del colorante permite el control de la cantidad de colorante insertada en los eritrocitos, de manera
que la concentracion del colorante dentro de las células es muy cercana, pero no excede, a la concentracion a la que se
produce la extincion de la fluorescencia (véase 1A'y 1B a 1D). En el caso de ICG, esto se logra mediante la adicion de 1
pmol de colorante ICG a cada mililitro de la solucion de eritrocitos dializados, en ese punto del procedimiento de carga de
sustancias, cuando los volumenes de las células se incrementan en la medida en que los poros de las membranas de las
células se abren (véase la Figura 2). Con los poros abiertos, se produce el intercambio de transmembrana de moléculas
grandes; la hemoglobina dentro de las células se mueve hacia el exterior hasta que se alcanza un equilibrio dinamico
entre el movimiento de hemoglobina hacia dentro y hacia fuera. El colorante ICG que se afiade a la solucion en la que las
células estan suspendidas se une a las moléculas de hemoglobina, y con el tiempo, esas moléculas se mueven hacia las
células y alcanzan un equilibrio de concentracion con las que estan fuera de las células. Cuando los poros de las células
se cierran y las moléculas de colorante/hemoglobina fuera de las células se eliminan por lavado, las células restantes
cargadas con colorante emiten fluorescencia de manera 6ptima cuando se estimulan con la energia de excitacion
adecuada.

2. Una vez rellenados con plasma tefiido con colorante, como en la angiografia convencional con colorante fluorescente,
los vasos sanguineos exhiben solo fluorescencia de estado estacionario, inhibiendo la visualizacion de cualquier particula
transportada por la sangre, incluso si las particulas mismas son fluorescentes. Sin embargo, es posible visualizar
eritrocitos individuales en capilares si ellos, en lugar del plasma, emiten fluorescencia y si la separacion entre eritrocitos
adyacentes excede la resolucion limitada de difraccion de la 6ptica del ojo (aproximadamente 7 um para los capilares
perifoveales y 11 uym para los coriocapilares) (véase Flower RW. Optimizing treatment of choroidal neovascularization
feeder vessels associated with age-related macular degeneration. Am J. Ophthalmol. 2002; 134:228-239. 8). Estas
condiciones se lograron mediante la retencion del colorante ICG en los eritrocitos, como se describid anteriormente, y la
reinyeccion de un pequefio bolo de ellos. Durante el transito a las vasculaturas oculares, estos se diluyen en la sangre
circulante en la medida en que las células individuales cargadas con ICG se separan en mas de 11 ym, lo que hace
posible la visualizacion de las mismas. Se descubrié que el uso de eritrocitos cargados para producir una fluorescencia
6ptima produce la sefial de fluorescencia mas fuerte para cualquier nivel dado de irradiacion de la luz de excitacion. Por
razones de seguridad, es conveniente permanecer tan por debajo como sea posible de la exposicion maxima permisible
(MPE) para un tejido dado.

3. La visualizacion de los eritrocitos circulantes cargados con colorante requiere el uso de un dispositivo que irradia el
campo de vision del tejido de interés con energia luminica a una longitud de onda apropiada (6ptimamente, 805 nm para
ICG). Esto puede hacerse eficientemente cuando esa energia se aplica como trenes de alta frecuencia y alta potencia
maxima, pulsos de luz de corta duracién, cada uno de los cuales ilumina todo el campo de visiéon de interés. Esta
configuracion da como resultado una alta relacion de sefial a ruido de la imagen, que requiere la amplificacion de la sefial
mas baja, lo que minimiza de esta manera la introduccidon de ruido electronico asociado con la amplificacion.
Adicionalmente, la adquisicién de imagenes durante periodos de tiempo muy cortos en sincronia con impulsos de
iluminacion de corta duracion acttia esencialmente para congelar el movimiento dentro de cada imagen, obviando de esta
manera la borrosidad asociada con el movimiento de los eritrocitos dentro del campo de vision (FOV).

La eficacia del uso de eritrocitos cargados con colorante se demostrd con éxito en ojos tanto de conejo como de primates
no humanos °. (véase Flower R, Peiretti E, Magnani M, Rossi L, Serafini S, Gryczynski Z, Gryczynski I., Observation of
erythrocyte dynamics in the retinal capillaries and choriocapillaris using ICG-loaded erythrocyte ghost cells. Invest.
Ophthalmol. Vis. Sci. 2008; 49: 5510-5516). Ademas, los resultados informados validaron la predicciéon de Bek de que
todos los hallazgos clinicos relacionados con el edema en la maculopatia diabética pueden explicarse como resultado de
alteraciones en la vasomocion retiniana'®. También se obtuvieron resultados de los primeros sujetos humanos en un
estudio clinico preliminar para demostrar la viabilidad de la reinyeccién autdloga de eritrocitos cargados con ICG para
angiografia (véase la Figura 5). El protocolo de estudio para humanos requirié inyectar volumenes muy pequefios de
células cargadas con ICG en los primeros sujetos y aumentar gradualmente el volumen en los siguientes, hasta alcanzar
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un nivel equivalente al utilizado en los monos. En consecuencia, existen diferencias significativas entre la aparicion de los
angiogramas publicados de mono, donde la metodologia se optimizo, y los de los primeros sujetos humanos. La razon
principal es que la fraccion de eritrocitos fluorescentes circulantes en estos primeros sujetos humanos fue
aproximadamente 4 veces menor que en los monos.

Sin embargo, estos primeros angiogramas humanos soportan algunos de los hallazgos en los estudios mas extensos en
monos. Las Figuras 5A y 58 son del ojo derecho normal de un sujeto con edema macular relacionado con la edad; la
Figura 58 muestra una Unica imagen de angiograma de eritrocitos cargados con ICG del campo de vision de 10° de area.
La distribucién de los eritrocitos anclados es relativamente uniforme, consistente con lo que se informé para el ojo normal
de mono °. En el ojo izquierdo enfermo (Figuras 5C y 50), la imagen del angiograma se centra sobre la lesion neovascular
coroidea (CNV). La distribucién de los eritrocitos anclados que rodean la CNV es similar a la del ojo normal compafiero,
pero en la CNV no se observan eritrocitos. Sin embargo, al observar la pelicula de angiograma real, algunos eritrocitos
eventualmente pasan a través del area de la CNV; pero lo hacen a la mitad de la velocidad que aquellos eritrocitos que
no estan anclados en el area que rodea la CNV o aquellos en el ojo normal. (Esto puede ser el resultado tanto del
escurrimiento de plasma como de una mayor resistencia de la CNV al flujo sanguineo). Minimamente, los primeros
angiogramas humanos demuestran que pueden adquirirse eritrocitos cargados con ICG y que la presencia de vasomocion
0 su ausencia puede aparentemente determinarse de ese modo. Basado en el trabajo de Bek '°, la visualizacion de
eritrocitos puede usarse como un predictor para el inicio del edema retinal y para controlar la eficacia temprana del
tratamiento. Ademas, la evidente capacidad de rastrear eritrocitos individuales hace posible la evaluacién cuantificable
rutinaria del flujo sanguineo en cualquier vaso.

Sustancias Exdgenas para la potenciacion de la fluorescencia de EGC

En una modalidad, los métodos que se describen en la presente descripcién comprenden ademas la etapa de afiadir
coloides metalicos antes de la etapa (d). En una modalidad, los coloides metalicos son de plata.

Los coloides metalicos de plata muy préximos a los colorantes débilmente fluorescentes pueden aumentar marcadamente
los rendimientos de la fluorescencia. Se demostré que, silas moléculas de ICG se acercan en un primer ejemplo mediante
la union de coloides de plata a grupos amino sembrados sobre una superficie de vidrio y después los conjugados de
ICG/albumina se unen a las mismas superficies, los rendimientos de la fluorescencia del ICG aumentan mas de 30 veces
" Subsecuentemente, se llevaron a cabo experimentos para determinar si el mismo efecto de potenciacion se produciria
in vivo en angiogramas ICG realizados en ojos de conejo.

Se inyectaron en las venas de la oreja de un conejo muestras de colorante ICG solo y de colorante/coloide de Ag, que
contenian concentraciones idénticas de colorante (0,250 mg/ml) y se registraron los angiogramas de fluorescencia de
ICG. El fondo del ojo se iluminé uniformemente mediante luz pulsada de diodo laser a 805 nm de longitud de onda, y
cuando el colorante transitaba a través de las vasculaturas oculares, se registro digitalmente la luz de fluorescencia emitida
por el colorante de longitud de onda de 835 nm. Se realizd6 una comparacion de angiogramas con colorante solo y
colorante/suspension coloidal de los mismos ojos, mediante el uso en cada caso de imagenes de la misma fase vascular
provista de colorante. Como se indica mediante las imagenes de angiograma del ejemplo en la Figura 6, la intensidad de
fluorescencia del colorante/suspension varié de solo dos a tres veces mas que la del colorante solo.

La disparidad entre la potenciacién de la fluorescencia informada en los experimentos realizados mediante el uso de
superficies de vidrio en las que los conjugados colorante/coloide se unieron con grupos amino (30 veces) y los observados
en los angiogramas in vivo (2 a 3 veces) aparentemente se debi6é al hecho de que el efecto de potenciacion de la
fluorescencia mediante coloides se manifiesta en capas muy delgadas del colorante/suspension y se suprime en las
gruesas. Esto se demuestra mediante la comparacion de la fluorescencia de capas gruesas (1 cm) y delgadas (100 pym)
de ambas muestras, como se muestra en la Figura 7. En esta figura, las muestras gruesas se encuentran en la parte
superior, y las delgadas en la parte inferior; ICG 0,250 mg/ml en HAS esta a la izquierda, y ICG 0,250 mg/ml en HAS con
4,684 mg/ml de coloide Ag esta a la derecha. El conjunto de muestras se iluminé uniformemente con luz de longitud de
onda de 805 nm, y se capturé la imagen de fluorescencia de ICG. En el caso de las muestras gruesas, el ICG solo, en la
izquierda, es significativamente mas brillante, mientras que, en el caso de las muestras delgadas, la suspension de
colorante/coloide es significativamente mas brillante. En parte, la explicacion de estas relaciones es que los coloides en
suspension dispersan la luz, como se muestra en la Figura 8, en donde la misma serie de muestras en la Figura 7 se
ilumina uniformemente con una luz de longitud de onda de 810 nm y una imagen hecha de la luz reflejada. Notese que
tanto las muestras gruesas como finas de colorante/coloide reflejan, en lugar de absorber o transmitir, la luz incidente; es
decir, las interacciones de la luz observadas con el colorante/suspension surgen como un fenémeno de superficie. En
consecuencia, mas moléculas de colorante ICG solo en la muestra gruesa interactian con la luz con respecto a aquellas
en la muestra gruesa de colorante/suspension. En el caso de las dos muestras delgadas, sin embargo, la potenciacion de
la fluorescencia en la muestra de colorante/suspensiéon dio como resultado una fluorescencia mas brillante de las
moléculas de colorante ICG presentes en comparacién con la misma densidad de moléculas en la muestra de colorante
solo. Esto se debié a que una mayor cantidad de luz incidente se transmitié por la muestra de colorante solo en
comparacion con el colorante/suspensién coloidal.

En base a las observaciones anteriores, lograr una potenciacion significativa de la fluorescencia de ICG en la angiografia
mediante la asociacién del colorante con coloides metalicos, requiere no solo que las moléculas de colorante se
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mantengan en estrecha asociacion con los coloides, sino que la conjugacion colorante/coloide esté contenida en capas
delgadas. Estas condiciones pueden cumplirse al contener los conjugados colorante/coloide dentro de los S-1E, en donde
la pequefia cantidad de hemoglobina restante en las células es suficiente para actuar como el sitio de union de ICG a la
proteina. Por lo tanto, puede lograrse una util y significativa potenciacion de la fluorescencia del colorante a partir de las
EGC cargadas con ICG mediante la encapsulacion del coloide metalico de plata durante el proceso de cargado de los S-
IE.

Aplicacion Terapéutica de EGC cargadas con sustancias

En una modalidad, los eritrocitos retienen al menos un agente con eficacia terapéutica. Como los S-IE son esencialmente
recipientes circulantes de volumen cerrado en los que la concentracion de moléculas insertadas puede controlarse con
precision, los S-IE pueden usarse para transportar sus contenidos, secuestrados de la sangre, a una ubicacion vascular
determinada, donde puede detectarse su presencia y liberarse sus contenidos. Tal escenario asume que la ubicacion
vascular es visualmente accesible, que los S-IE contienen un marcador detectable (tal como un colorante fluorescente)
ademas de la sustancia transportada, y que existe un medio para liberar los contenidos de los S-IE.

La liberacién controlada de sustancias en areas vasculares especificas mediante este método hace posible el uso de
sustancias que no podrian utilizarse si el suministro se realizara por medios convencionales. Esto se debe a que cuando
se encapsulan en S-IE y se inyecta en un bolo de células empaquetadas, el volumen de sustancias agregado que se
introduce es muy pequefio. Siempre que ese volumen agregado se encuentre en el orden de 1/100 del volumen umbral
para producir un efecto farmacolégico (terapéutico o toxico), generalmente se considera una microdosificacion. (En
Canada, Europa y los Estados Unidos, ahora los estudios experimentales de IND en humanos, a menudo pueden
realizarse sobre la base de datos de animales pequefios. Esto coloca a estos estudios en un intervalo mas asequible para
las empresas mas pequefias.) Por lo tanto, el espectro de colorantes que podria potencialmente considerarse para su uso
se expande mucho cuando se administran en forma de microdosis.

Los S-IE mantienen la forma, el comportamiento y la longevidad de los eritrocitos de los que se derivan, por lo que son
capaces de deformarse para pasar a través de capilares de pequefio diametro, convirtiéndolos en vesiculas ideales para
transportar y administrar sustancias intravascularmente. Los eritrocitos cargados de sustancias reinyectadas pueden
circular durante hasta aproximadamente 120 dias (el tiempo de vida promedio de los eritrocitos), durante cuyo tiempo se
liberaran sus contenidos de una manera u otra. Dado que cualquier poblacion de los S-IE se comporta de la misma manera
que cualquier poblacién de eritrocitos normales con respecto a la eriptosis, a menos que se active externamente, solo se
liberara una pequenia fraccién del contenido de la célula inyectada en un momento determinado, y la liberacion completa
se extendera durante aproximadamente 120 dias. Y dado que solo se inyectan volumenes muy pequefios de células, los
niveles de moléculas liberadas en el cuerpo en cualquier momento, o incluso en el agregado, siempre deben ser 6rdenes
de magnitud por debajo de los umbrales de efecto o toxicidad. Ademas, dado que la distribucién de los S-IE eventualmente
seria uniforme en todo el volumen de sangre circulante total, se diluirda aun mas la concentracion de sustancia liberada
gradualmente a niveles posiblemente indetectables (o al menos, traza).

Durante el transito inicial a través de la circulacion, un bolo de S-IE empacado inyectado permanece relativamente intacto.
A los pocos minutos de la inyeccion, los S-IE se distribuyen equitativamente por todo el cuerpo y, a menos que de alguna
manera se dirijan a un area especifica del cuerpo, a partir de ese momento la liberacién de la sustancia es gradual durante
un periodo de 120 dias. En las vasculaturas que pueden observarse directamente por medios 6pticos, la liberacién del
contenido de farmaco de los S-IE circulantes puede desencadenarse mediante la aplicacion de energia luminica,
especialmente durante el transito inicial y temprano. Dicha energia luminica podria enfocarse facilmente para cubrir
cualquier area conveniente, lo suficientemente pequefia como para cubrir una sola célula o lo suficientemente grande
como para cubrir la vasculatura de un érgano completo.

La visualizacién directa facilita el control sobre la cantidad de sustancia liberada, teniendo en cuenta que, para cualquier
area determinada de la vasculatura en cualquier parte del cuerpo, la densidad de los S-IE circulantes sera mayor durante
el transito inicial y disminuira rapidamente con el paso de tiempo hasta que solo unas pocas células estaran presentes en
cada capilar del area visualizada. Por ejemplo, si la energia de la luz se aplicara a un area vascular determinada durante
el paso inicial de las células inyectadas, la concentracion de la sustancia liberada seria alta; si se aplica unos minutos
mas tarde, la concentracién seria mucho menor, pero siempre en proporciéon a la relacion de S-IE con respecto a los
eritrocitos normales circulantes. Aunque el volumen agregado de la sustancia inyectada encapsulada en los S-IE puede
encontrarse en el nivel de microdosis, cuando se libera solamente dentro del volumen de sangre de un area pequefia de
la vasculatura, la concentracion de la sustancia puede ser muy alta.

En consecuencia, en combinacion con los métodos que se describen en la presente descripcion en donde la etapa (d) da
como resultado una primera poblacién de eritrocitos con colorante retenido, después de la etapa (d) el método comprende
adicionalmente:

(e) repetir las etapas (a) y (b) con una segunda muestra de eritrocitos;

(f) repetir la etapa (c) con al menos un colorante fluorescente a una concentraciéon mayor que la de la etapa (c);

(g) repetir la etapa (d) con el producto de (f) para formar una segunda poblacion de eritrocitos con colorante retenido; y
(h) combinar la primera y la segunda poblacion.
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En una modalidad, el método comprende ademas afiadir al menos un agente con eficacia terapéutica en la etapa (e) o
(f), en donde la segunda poblaciéon comprende ademas eritrocitos con el agente retenido. Pueden considerarse numerosos
agentes con eficacia terapéutica para la precarga. Los farmacos ilustrativos incluyen ganciclovir (antirretroviral), aceténido
de triamcinolona (esteroide); fluocinolona y dexametasona (esteroides oculares especificos); pegaptanib sédico y rhuFab
V2 (anti-VEGF, anti-angiogénico); verteporfina (derivado de benzoporfirina) (terapia fotodinamica); y carboplatino y
topotecan (quimioterapéutico).

En una modalidad, el al menos un colorante en la primera poblacién tiene una concentracion en el intervalo de 0,3 a 0,4
mM, y el al menos un colorante en la segunda poblacion tiene una concentracion mayor que 0,4 mM, en donde tras la
iluminacion con energia laser de 805 nm, los eritrocitos de la primera poblacién emitiran fluorescencia, y en donde el
aumento de la energia laser calienta los eritrocitos de la segunda poblaciéon debido a su absorciéon potenciada, lo que
provoca que se lisen y se libere el agente terapéutico retenido.

La capacidad para liberar una sustancia encapsulada en los S-IE requiere la capacidad de detectar u observar la presencia
de las células en el area objetivo, de modo que la energia de la luz estimuladora de la liberacién pueda aplicarse
precisamente en el momento en que esté presente la concentracion deseada de células. Esto se logra mediante la
inclusion en las células de un colorante fluorescente (como ICG), junto con la sustancia terapéutica. Para rastrear en
tiempo real el numero (y por lo tanto, la densidad) de los S-IE presentes en el area vascular de interés puede usarse un
algoritmo de programa informatico aplicado a las imagenes de video de la vasculatura de interés, y cuando se alcanza el
nivel deseado, este puede activar automaticamente la aplicacion de la energia luminica estimulante de la liberacion. Puede
necesitarse conocer la densidad de las células presentes antes de desencadenar la liberacion para garantizar que no
demasiadas células se lisen al mismo tiempo que se produce una reduccion u oclusion significativa del flujo sanguineo.

En consecuencia, una modalidad proporciona un algoritmo de programa informatico aplicado a las imagenes de video de
un area vascular de interés que puede rastrear en tiempo real el nimero y por lo tanto, la densidad de S-IE presentes en
el area vascular de interés. En una modalidad, cuando se alcanza un nivel predeterminado de densidad de S-IE, se
activara la aplicacion de energia luminica capaz de hacer que los eritrocitos cargados con sustancias liberen sus
contenidos.

En otra modalidad, un algoritmo de programa informatico que tiene en cuenta los volumenes respectivos de dos
poblaciones de eritrocitos cargados con sustancias diferentes inyectadas como un bolo mixto, el volumen total de sangre
circulante y el tiempo transcurrido después de la inyeccion, basandose en la deteccion de los S-IE de un tipo, calcula la
densidad del otro tipo presente.

En una modalidad, donde el tipo de S-IE detectado se carga con colorante ICG, y el segundo tipo de S-IE presente se
carga con un agente terapéutico, asi como también la concentracion mas alta posible de ICG, esta ultima sustancia queda
retenida para facilitar la absorcion de longitudes de onda en el infrarrojo, de esta manera calentando y lisando las células.

La luz aplicada puede interactuar con los S-IE de varias maneras para provocar la liberacion del contenido de las células.
Por ejemplo, la luz puede ser absorbida selectivamente por las células, lo que eleva asi su temperatura hasta el punto en
que se rompen, o puede reaccionar con una molécula especifica asociada con la membrana celular que comprometera
la integridad estructural de la membrana, que provoca su ruptura. La absorcion selectiva de la energia de la luz puede
lograrse mediante la aplicacién de una longitud de onda que se absorbe de manera eficiente por alguna sustancia
asociada con las células cargadas de sustancias. Por ejemplo, si se asume que esas células también contienen un
colorante fluorescente para facilitar su visualizacién, entonces puede aplicarse un mayor nivel de potencia de la misma
luz estimulante de la fluorescencia solo al area vascular objetivo en lugar de a todo el campo de vision. Por supuesto, si
se usa este enfoque, entonces, es conveniente tener presente la mayor cantidad de colorante posible en los S-1E para
una absorcion de luz eficiente.

Sin embargo, si el colorante en cuestidon sufre extincion de la fluorescencia por concentracion, entonces hay una
concentracion optima de sus moléculas, en cualquier volumen dado y para cualquier nivel de iluminacion dado en el que
se produce la fluorescencia 6ptima. Por encima o por debajo de esa concentracion 6ptima, se produce la reduccion de la
intensidad de la fluorescencia, y exceder la exposicion maxima permisible (MPE) no puede compensar este fendmeno.
(Por ejemplo, la metodologia especifica empleada para insertar ICG en S-IE es tal que solo la concentracion éptima de
moléculas de colorante esta presente en las células cargadas, aproximadamente 0,03 mg/ml; por encima de ese nivel se
produce extincion de la fluorescencia). Asi, la concentracion de colorante intercelular para estimular la fluorescencia
celular no es necesariamente lo suficientemente alta como para actuar como un absorbente de energia laser con el fin de
calentar las células al nivel necesario para su ruptura y liberacion de sus contenidos; la absorcion éptima requiere la mayor
concentracion de colorante posible. La solucion a este dilema es inyectar una mezcla de dos especies de S-IE: una que
contenga solo el colorante fluorescente en la concentracion 6ptima para una fluorescencia maxima, y la segunda que
contenga tanto la sustancia terapéutica como el colorante a la maxima concentracion posible. La mezcla tendria menos
del primer tipo de células que del segundo, ya que el propésito del primer tipo es solo para indicar la presencia de los S-
|IE cargados y para facilitar la determinacién de su concentracion dentro del area vascular de interés.
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EJEMPLOS
Ejemplo 1
Preparacion ad-hoc de EGC de humano cargados con colorante ICG para la reinyeccion autéloga

El ICG se encapsula en eritrocitos humanos mediante un procedimiento de dialisis hipotdnica, resellado isoténico y
reasociacion. Estas etapas se llevan a cabo mediante el uso de diversos recipientes estériles (precargados con fluidos
apropiados) incluidos en un estuche, como se representa en la Figura 9. Algunos de los recipientes son tubos de centrifuga
y todos los recipientes y viales son desechables. La Figura 9 es un diagrama de los recipientes estériles usados en la
carga de eritrocitos con sustancias. A: un tubo al vacio de 10 ml que contiene un anticoagulante para la adquisicion de
una muestra de sangre. B: representa dos tubos al vacio de centrifuga de 15 ml y dos de 50 ml, que contiene cada uno
una cantidad previamente medida de tampdn salino isoténico de lavado. C: un recipiente que tiene un tapén superior de
goma al que se fija una longitud de tubo de dialisis (sellado en su parte inferior), de modo que puede introducirse una
solucion que contiene eritrocitos en el tubo de dialisis mediante una aguja de inyeccion insertada a través del tapon de
goma. Fuera del tubo de dialisis, una pequefia cantidad de solucion de lavado mantiene himeda la membrana del tubo
de dialisis. D: un recipiente sellado que contiene el volumen de tampdn hipoténico de didlisis en el que se introduce el
tubo de dialisis que contiene la solucion de eritrocitos lavados. En el centro de la cubierta de este recipiente hay un puerto
cubierto en el que encaja el tapén de goma de C. E: un vial con tapon de goma que contiene una cantidad de colorante
ICG liofilizado medida previamente y un vial sellado que contiene un volumen de H;O destilada previamente medido, para
la reconstitucion del colorante. F: un vial con tapon de goma que contiene una cantidad previamente medida de solucién
de resellado. G: un tubo al vacio con tapdon de goma para almacenar las células terminadas. H; una de varias agujas
largas estériles (6") para transferir células de un recipiente a otro.

Nueve (9) ml de sangre fresca, a la que se agrega un anticoagulante (acido-citrato-dextrosa o acido
etilendiaminotetraacético), se obtienen en condiciones estériles y se centrifugan a 2,000 g durante 5 minutos para obtener
al menos 4,0 ml de eritrocitos (véase la Figura 10, A). La extracciéon de sangre se realiza con un tubo al vacio* de 10 ml
precargado con anticoagulante. Este mismo tubo se inserta en la centrifuga y la sangre se separa, con los eritrocitos en
la parte inferior. Mediante el uso de una aguja larga conectada a una jeringa, la muestra de 4 ml de eritrocitos se extrae
de la parte inferior, para excluir cualquier globulo blanco en la capa leucoplaqueante suprayacente y el suero. (* Nota:
"tubo al vacio", como se usa en este documento, se refiere a una variacion del recipiente de tipo tubo de ensayo al vacio
con tapon de goma esterilizado comunmente utilizada para venopuncion. Cada uno se disefia para resistir la
centrifugacion, se esteriliza, se llena previamente con un liquido apropiado, y se extrae el aire para formar un vacio.)

Después los eritrocitos se lavan dos veces en HEPES 10 mM (pH 7,4) que contiene NaCl 154 mM y glucosa 5 mM (tampdn
de lavado) para eliminar leucocitos y plaquetas, centrifugando a 2,000 g durante 5 minutos cada vez. Esto se realiza
inyectando los eritrocitos en la jeringa, desde la etapa anterior, en el primero de dos tubos al vacio de 15 ml precargado
con 10 ml de solucién de lavado y centrifugar, nuevamente a 2,000 g durante 4 minutos. Una vez que los eritrocitos se
concentran de nuevo en la parte inferior del tubo, se eliminan mediante el uso de la aguja larga y la jeringa (véase la
Figura 10, B) y se transfieren al segundo tubo al vacio de 15 ml precargado con solucién de lavado, se repite la
centrifugacion y los eritrocitos concentrados son nuevamente recogidos en una jeringa.

Después los eritrocitos se suspenden al 70 % de hematocrito (Ht) en la solucién de tampén de lavado dentro de un tubo
de dialisis que tiene un corte de 12-14 kD; esto se hace mediante la inyeccién de los contenidos de la jeringa de la etapa
anterior a través de la parte superior y dentro del frasco que contiene el tubo de dialisis (véase la Figura 11, A). El tubo
de dialisis que contiene eritrocitos se retira entonces de su botella levantando la parte superior de la botella (a la que se
une el tubo de didlisis) y transfiriéndola al recipiente grande (Figura 11,B). Se retira la pequefia tapa del recipiente grande,
y la bolsa de dialisis se inserta a través de la abertura y se presiona hacia abajo para sellar el recipiente (véase la Figura
11, C). Dentro del recipiente grande, se dializa un volumen de RBC durante 90 minutos frente a 50 volimenes de tampon
de dialisis (10 mM NaH;PO4, 10 mM NaHCOsy glucosa 20 mM, pH 7,4) que contiene glutation reducido 3 mM y ATP 2
mM. La osmolalidad del tampén es de aproximadamente 60 mOsm, mientras que la de la solucién de RBC alcanza
aproximadamente 87 mOsm al final del tiempo de didlisis. Todos estos procedimientos se realizan a 4 °C.

Después, el tubo de dialisis se retira del recipiente grande y se devuelve a su botella original, en cuyo momento se agrega
1 pmol de colorante ICG a cada mililitro de la solucion de RBC dializada (véase la Figura 11, D), y la mezcla se incuba
durante 30 minutos a 70 °C en agitacion suave. (La cantidad correcta de ICG liofilizado se proporciona en un pequefio
vial al que se agrega un volumen por medicion).

Los eritrocitos se vuelven a sellar mediante la adicién de 0,1 volimenes de, 100 mM de inosina, 20 mM de ATP, 4 mM de
MgCl», 100 mM de glucosa anhidra, 100 mM de piruvato de sodio, 190 mM de NaCl, 1666 mM de KCl y 33 mM de NaH;PO.,
(pH 7,4) por volumen de solucién de eritrocitos dializados (esta soluciéon se mide previamente y se proporciona en una
ampolla estéril). La bolsa de dialisis en su botella se coloca en un bafio pequefio a 37 °C, y las células se incuban durante
25 minutos.

Las células reselladas se lavan 4 veces en el tampdén de lavado (50 ml cada vez) y se centrifugan cada vez durante 10
min a 500 g; hay una recuperacion celular de alrededor del 40 %. Tipicamente, alrededor de 32 ml de sangre total rinde
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16 ml de eritrocitos cargados con ICG (70 de Ht). Esto se hace de acuerdo con el mismo procedimiento que se muestra
en la Figura 10, B, y finalmente los eritrocitos procesados cargados con ICG se inyectan en el vial de almacenamiento
estéril que se proporciona y se almacenan a 4°C hasta que se usan para la angiografia en el sujeto del que se obtuvieron
las células.

Ejemplo 2
Una alternativa al método, sin dialisis, en el Ejemplo 1 (Ejemplo Comparativo)

La encapsulacion de ICG en eritrocitos humanos mediante un procedimiento de dialisis hipotonica, resellado isotonico y
reasociacion similar al método descrito en el Ejemplo 1 puede llevarse a cabo sin recurrir a una etapa de didlisis. Esto se
realiza disminuyendo la tonicidad de la solucion en la cual los eritrocitos se suspenden de 300 mOsm/kg a 87 mOsm/kg,
en cuatro etapas, para abrir poros en las membranas de las células. Todas estas etapas se llevan a cabo en el mismo
tubo de centrifuga de 50 ml, al término del cual puede introducirse el colorante ICG en la solucién de suspension celular.
Como en el Ejemplo 1, se utiliza un estuche que consiste de varios recipientes estériles y fluidos previamente medidos.
En este caso, el estuche tiene componentes diferentes a los indicados en el ilustrado en la Figura 9; este estuche consiste
en:

1 tubo al vacio de 10 ml * que contiene un anticoagulante (acido-citrato-dextrosa)

2 tubos al vacio de 15 ml, cada uno que contiene 10 ml de tampdn de lavado esterilizado

1 tubo al vacio de 50 ml que contiene 4 ml de tampdn de lavado de 198 mOsm/kg esterilizado
1 vial que contiene 10 ml de tampdn de lavado 198 mOsm/kg esterilizado

1 vial que contiene 20 ml de tampdn de lavado 99 mOsm/kg esterilizado

1 vial que contiene 29,8 mg de colorante ICG liofilizado

1 jeringa precargada con 1,5 ml de H, O destilada esterilizada, para la reconstitucion del ICG
1 vial que contiene 3,8 ml de solucién de resellado esterilizada

5 agujas estériles largas (alrededor de 4 pulgadas)

3 tubos al vacio de 50 ml, cada uno con 40 ml de tampdn de lavado normotdnico esterilizado
1 vial de vacio con tapén de goma de 5-ml que contiene 1 ml de tampén de lavado normotonico

(* Nota: "tubo al vacio", como se usa en este documento, se refiere a una variacion cominmente utilizada del recipiente
de tubo de ensayo al vacio con tapon de goma esterilizado para venopuncion. Cada uno se disefia para resistir la
centrifugacion, se esteriliza, se llena previamente con un liquido apropiado, y se extrae el aire para formar un vacio.)

Nueve (9) ml de sangre fresca, a la que se agrega un anticoagulante (acido-citrato-dextrosa o acido
etilendiaminotetraacético), se obtienen en condiciones estériles y se centrifugan a 2,000 g durante 5 minutos para obtener
al menos 4,0 ml de eritrocitos (véase la Figura 10, A). La extracciéon de sangre se realiza con un tubo al vacio* de 10 ml
precargado con anticoagulante. Este mismo tubo se inserta en la centrifuga y la sangre se separa, con los eritrocitos en
la parte inferior. Utilizando una de las dos agujas largas que se suministran conectadas a una jeringa (véase la Figura 9,
H), se extrae de la parte inferior la muestra de eritrocitos de 4 ml, para excluir cualquier glébulo blanco en la capa
leucocitaria suprayacente y el suero.

Después los eritrocitos se lavan dos veces en HEPES 10 mM (pH 7,4) que contiene NaCl 154 mM y glucosa 5 mM (tampdn
de lavado) para eliminar leucocitos y plaquetas, centrifugando a 2,000 g durante 5 minutos cada vez. Esto se realiza
inyectando los eritrocitos en la jeringa, desde la etapa anterior, en el primero de dos tubos al vacio de 15 ml precargado
con 10 ml de solucién de lavado y centrifugar, nuevamente a 2,000 g durante 4 minutos. Una vez que los eritrocitos se
concentran de nuevo en la parte inferior del tubo, se eliminan mediante el uso de una de las agujas largas y una jeringa
(véase la Figura 10, B) y se transfieren al segundo tubo al vacio de 15 ml precargado con solucion de lavado, se repite la
centrifugacion y los eritrocitos concentrados son nuevamente recogidos en una jeringa.

Se afaden tres (3) ml de los eritrocitos lavados dos veces a un tubo al vacio de 50 ml que contiene 4 ml de tampon de
lavado de 198 mOsm/kg y se agita suavemente durante 20 minutos.

El volumen de 10 ml medido previamente de tampdn de lavado 99 mOsm/kg se agrega a un tubo al vacio de 50 ml y se
agita suavemente durante 20 min adicionales.

El volumen de 20 ml medido previamente de tampén de lavado de 49 mOsm/kg se agrega a un tubo al vacio de 50 ml y
se agita suavemente durante unos 20 minutos; esto producird una mezcla a aproximadamente 87 mOsm/kg, lo que
provoca que se abran los poros en los eritrocitos.

El volumen de 1,5 ml de H;O destilada medido previamente se agrega al vial que contiene 29,8 mg de ICG liofilizado para
reconstituirlo, y después se agrega el colorante liquido al contenido del tubo al vacio de 50 ml, lo que da como resultado
una concentracion de colorante de 1 pmol/ml. El tubo al vacio de 50 ml se agita suavemente en un bafio a 37 °C durante
20 minutos.
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Los eritrocitos vuelven a sellarse afadiendo el volumen de 3,8 ml medido previamente, 100 mM de inosina, 20 mM de
ATP, 4 mM de MgCl;, 100 mM de glucosa anhidra, 100 mM de sodio, 190 mM de NaCl, 1666 mM de KCl y 33 mM de
NaH2PO, (pH 7,4) a la solucién en el tubo al vacio de 50 ml para hacer la mezcla normotdénica; se agita y se mantiene en
el bafo a 37 °C durante 20 minutos.

El tubo de 50 ml se centrifuga a 2,000 g durante 5 minutos, después de lo cual se utiliza una de las agujas largas que se
suministran y una jeringa para eliminar el volumen de 3 ml de células en la parte inferior del tubo y transferirlas a un tubo
tapado de 50 ml que contiene 40 ml de tampdn de lavado. Este tubo se agita y se centrifuga a 2,000 g durante 4 minutos.

El procedimiento del parrafo [052] se repite dos veces mas, después de lo cual se extraen 1-2 ml de los eritrocitos cargados
con colorante tres veces en la parte inferior del tubo con la Ultima de las agujas largas y una jeringa y se depositan en un
vial de vacio de 5 ml estéril con tapon de goma que contiene 1-2 ml del tampoén de lavado normoténico. Estas células a
aproximadamente 50 % de Ht pueden almacenarse a 4 °C durante varios dias antes de la reinyeccion para la angiografia.
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Reivindicaciones

1.

10.

11.

Un método que comprende:

(a) proporcionar eritrocitos en una solucién anticoagulante de sangre;

(b) dializar la solucién que contiene eritrocitos en (a) frente a un tampoén hipoténico de didlisis que tiene una
osmolalidad en el intervalo de 50-70 mOsm/kg para permitir que se abran los poros en el eritrocito;

(c) combinar la solucién dializada en (b) con al menos un colorante fluorescente que es colorante verde de
indocianina y una sustancia que inhibe la formacion destructiva de cristales de hielo; y

(d) combinar el colorante y la solucién que contiene la sustancia en (c) con una solucion de resellado con una
osmolalidad de al menos 1,000 mOsm/kg para reducir la osmolalidad, lo que provoca de esta manera que los poros
de los eritrocitos se cierren y queden retenidos dentro de los eritrocitos el al menos un colorante fluorescente y la
sustancia;

que comprende ademas la etapa de liofilizacion (d-1) de los eritrocitos que contienen el colorante fluorescente y la
sustancia retenidos.

El método de conformidad con la reivindicacion 1, en donde la sustancia es opcionalmente un monosacarido,
opcionalmente trehalosa.

El método de conformidad con la reivindicacion 1 o 2, en donde la solucion dializada en (b) tiene una osmolalidad
en el intervalo de 80-90 mOsm/kg y/o la solucion de resellado tiene una osmolalidad de al menos 2,000 mOsm/kg.

El método de cualquier reivindicacion anterior, en donde el suministro en la etapa (a) comprende obtener una
muestra de sangre de un sujeto, opcionalmente en donde una fuente de eritrocitos en (a) es

(i) sangre tipo O, o

(i) sangre tipo A o tipo B y para (ii), después de la etapa (a), el método comprende opcionalmente afadir a - 3
glucosidasa para separar la superficie de los eritrocitos A- y B- aglutinogenos.

El método de cualquier reivindicacion anterior, en donde los eritrocitos se lavan con una solucién isoténica antes
de la dialisis en (b).

El método de cualquier reivindicacion anterior, en donde el colorante verde de indocianina en (d) tiene una
concentracion en el intervalo de 0,25 a 3,0 pmoles/ml de solucion dializada, y/o en donde la concentracion del
colorante retenido en (d) se encuentra en el intervalo de 0,25 a 1,5 mM, o se encuentra en el intervalo de 0,3 a 0,4
mM, o es mayor que 0,4 mM.

El método de cualquier reivindicacion anterior, que comprende ademas la etapa de afiadir al menos un agente con
eficacia terapéutica antes de la etapa (d) para retener al menos un agente dentro de los eritrocitos.

El método de cualquier reivindicacion anterior, en donde después de la etapa (d), el método comprende ademas
afadir al menos un excipiente biocompatible, que es opcionalmente polisacarosa, opcionalmente en donde la al
menos una concentracion de excipiente esta en el intervalo de 0,5 % a 5 %.

El método de cualquier reivindicacion anterior, en donde la etapa (d) da como resultado una primera poblacion de
eritrocitos con colorante retenido, y en donde después de la etapa (d), el método comprende, ademas:

(e) repetir las etapas (a) a (b) con una segunda muestra de eritrocitos;

(f) repetir la etapa (c) con el producto de (e) y al menos un colorante fluorescente a una concentracion mayor que
la del paso (c);

(g) repetir la etapa (d) con el producto de (f) para formar una segunda poblacién de eritrocitos con colorante
retenido; y

(h) combinar la primera y la segunda poblacion.

El método de conformidad con la reivindicacién 9, que comprende ademas afadir al menos un agente con eficacia
terapéutica en la etapa (e) o (f), en donde la segunda poblacion comprende ademas eritrocitos con el agente
retenido y opcionalmente en donde el al menos un colorante en la primera poblacién tiene una concentracion en
el intervalo de 0,3 a 0,4 mM, y el al menos un colorante en la segunda poblacién tiene una concentracion mayor
que 0,4 mM, en donde después de iluminarse con energia laser de 805 nm, los eritrocitos de la primera poblacion
emiten fluorescencia, y en donde el aumento de la energia del laser calienta los eritrocitos de la segunda poblacion
debido a su mayor absorcion, lo que provoca que se lisen y se libere el agente terapéutico retenido.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 4, 5, 7, 9 0 10, en donde después de la etapa (d), el método
comprende, ademas:

(e-1) lavar los eritrocitos en una solucion salina isotonica de lavado que contiene glucosa o trehalosa para eliminar
el colorante extracelular.
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El método de conformidad con la reivindicacion 11, en donde después de la etapa (e-1) el método comprende
ademas afiadir al menos un excipiente biocompatible, que es opcionalmente polisacarosa, opcionalmente en
donde la al menos una concentracién de excipiente esta en el intervalo de 0,5 % a 5 %.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 4, 5 0 7 a 11, en donde la solucién de lavado contiene
trehalosa que tiene una concentraciéon de al menos 50 mM.

El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas la etapa de afiadir coloides
metalicos antes de la etapa (d).

El método de conformidad con la reivindicacién 14, en donde los coloides metalicos son de plata.
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Figura 1A

Figura 1B
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Figura 1C

Figura 1D
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Figura 2A

Figura 2B

Figura 2C
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Figura 3A

Figura 3B
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Figura 3D
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Figura 4A

Figura 4B

Figura 4C
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Figura 5A

Figura 5B
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Figura 5C

Figura 5D
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Figura 6A

Figura 6B
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Figura 7
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Figura 8
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