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Revisdo / Review

Importancia dos carreadores de oxigénio livre de celulas
Oxygen carriers free of cells in transfusion medicine

Marcia Cristina Z. Novaretti

Introducéo

Os procedimentos necessarios para reducao de efeitos adversos associados a transfu-
sao de sangue, em especial aqueles decorrentes da transmisséo de agentes infecciosos
e da aloimunizacao leucécito-mediada tém impacto nos custos de producdo de
hemocomponentes. Paralelamente, as necessidades transfusionais tém aumentado glo-
balmente, ficando evidente a necessidade de um substituto seguro e amplamente dispo-
nivel para o sangue, chamado de sangue artificial ou de substituto do sangue. Visto que
0 seu desenvolvimento tem se concentrado na fun¢éo de carrear oxigénio aos tecidos,
dai utilizarmos, nesse texto, a denominagéo ““Carreadores de oxigénio livre de células™.
Atualmente, dois tipos de carreadores de oxigénio livre de células tém sido testados: as
solugdes de hemoglobina modificadas (de origem humana ou bovina) e os per-
fluorocarbonos (PFCs). Entretanto, esses produtos ndo sdo isentos de efeitos adversos
e um grande nimero de pesquisas clinicas esta em andamento para testar sua eficacia
e seguranca. O maior conhecimento desses carreadores de oxigénio livre de células e
seus mecanismos de acao permitiu que aplicacdes outras, até mesmo ndo clinicas, esti-
vessem em teste com as novas geracdes desses produtos, expandindo assim as fronteiras
da medicina transfusional. Rev. bras. hematol. hemoter. 2007;29(4):394-405.

Palavras-chave: Sangue artificial; transfusdo; perfluorocarbonos; hemoglobina;
substitutos do sangue.

Se estimarmos as necessidadesinternacionaisdetrans-
fus8o de sangue e componentes, tendo por base a estimativa

No mundo todo, a necessidade de transfusdes san-
guineas vem crescendo progressivamente. No Brasil, en-
guanto ademanda de sangue cresce ataxa de 1% ao ano, as
expectativas de crescimento das doagdes de sangue variam
de 0,5 a0,7%/ano.* Consegiientemente, a estimativaparao
ano de 2030 é de um déficit de aproximadamente um milhéo
de unidades de sangue coletado, levando-se em conta o
crescimento popul acional projetado e as necessidades cres-
centes de transfusdo, em especial para 0s que anecessitam
cronicamente, para cirurgias de grande complexidade e no
atendimento as emergéncias.? Deve-se ressaltar que essa
projecdo ndo inclui situagdes de calamidade publica e de-
sastres naturais.

de 0,05 unidades per capita por ano, pode ser projetadauma
demanda de assustadoras 300 milhdes de unidades de san-
gue por ano.® Quando sdo computados os niimeros disponi-
veis de transfusdes de sangue em termos mundiais, temos
cercade 90 milhdes de unidadestransfundidas por ano. Caso
esse nimero sejaverdadeiro, hafaltade 200 milhdes de bol -
sas de sangue/ano.* Obviamente essas estimativas estéo su-
jeitas a criticas, mas € evidente que ndo ha suprimento total
de sangue, particularmente de alguns tipos (como os Rh-
negativo) em situacGes emergenciais, e asazonalidade éim-
portante fator que compromete o fornecimento de sangue.®
Deve-se ressaltar que, apesar de 0s progressos para o
aumento da segurancatransfusional e dadiminuicéo vertigi-
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nosa da transmiss&o de agentes conhecidos —HCV, HIV e
HBV —pelo sangue naltimadécada, aindahaum riscoresi-
dua que persiste.® Além do mais, outros eventos adversos
estéo associados a transfusdo de sangue, tais como as rea-
¢Bestransfusionais agudas etardias, e 0 risco de contamina-
¢&o bacteriana de hemocomponentes, notadamente de con-
centrados de plaguetas.”

Pelas razdes acima fica evidente a necessidade de um
substituto seguro e amplamente disponivel para o sangue,
chamado de sangue artificial ou, maiscomumente, de" subs-
tituto do sangue".® Esses termos ndo sdo 0s mais adequa-
dos, visto que o0 seu desenvolvimento tem se concentrado
na funcdo de carrear oxigénio aos tecidos, dai utilizarmos
nesse texto, a denominacdo "Carreadores de oxigénio livre
decélulas- CAOLC".° Essencialmente, 0s CAOL C sdo flui-
dos que, quando injetados na circulagdo sangiiinea, contri-
buem significantemente para o transporte e liberacéo de oxi-
génio aos tecidos e podem ser classificados didaticamente
em dois grandes grupos (Tabela 1), os biossintéticos e 0s
abidticos.’® O desenvolvimento desses produtos tem tido
progresso consideravel ultimamente 112

Tabela 1. Principais tipos de carreadores de
oxigénio livre de células®®

Imita a natureza usando
produtos baseados em
hemoglobina para a
liberagdo de oxigénio
aos tecidos™

Producéo de fluidos
injetaveis baseados nas
modificagdes quimicas
de solucbes de
hemoglobina (Hb)

Biossintético

Uso de produtos
quimicos totalmente

Producao de compostos

Abibtico injetaveis como as
sintéticos para liberar emuls@es de
oxigénio aos tecidos  perfluoroquimicos (PFCs)

Historico

A historiados carreadores de oxigénio aostecidos con-
funde-se com a da medicinatransfusional, umavez que ou-
tras substancias foram infundidas na circulagdo com o mes-
mo proposito, como leite, guade coco e sangue de animais.
Algumas solucBes provaram ser desastrosas, com complica-
¢cBesimediatas, como aresultante dainfusdo intravenosa de
solucédo de hemoglobina (Hb) livre humana.* Em 1898, Von
Stark foi o primeiro ausar asolucéo de Hb livre em paciente
com anemia que evoluiu com quadro de insuficiéncia renal
agudafatal .’

Desde 1937, Amberson jadefendiao desenvolvimento
de substitutos do sangue.®®* Em experimentos clinicos,
Amberson et al. utilizaram solucdo de Hb preparada a partir
de lisados simples de hemécias seguido pela filtragdo para
remocao de debris estromais, porém a infusdo de Hb nao-
modificada (sob a forma de tetrdmeros) rapidamente se
dissociaformando dois dimeros (alfa e beta), que sdo excre-
tados pelo rim.* A toxicidade renal associada a com-
postos identificou a necessidade de modificacéo e estabili-
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zac&o da Hb para que viesse a ser usada como carreador de
oxigénio livrede células.®

ModificagBes estruturais da Hb incluem: ligacdo qui-
mica cruzada a fim de estabilizar os tetrdmeros de Hb;
polimerizagdo da Hb produzindo moléculas de ato peso
molecular, encapsulaco de vérios preparados de Hb e mol é-
culas de Hb recombinantes por engenharia genética.?222

Em 1957, Chang preparou Hb artificial encapsuladacom
ointuito de produzir glébulosvermelhos artificiais.® O mes-
mo autor, em 1964, demonstrou que seria possivel a produ-
¢do de Hb ligada por pontesintermoleculares, estabilizando
aHb.% Posteriormente, em 1968, Bunn e Jandl mostraram que
aHb tetraméricaligadapor pontesintramol eculares ndo apre-
sentavaatoxicidaderenal daHb livre.#

Aindanadécadade 1960, Clark comegou aexperimen-
tar os compostos de uma classe de perfluorcarbonos (PFCs)
como carreadores de oxigénio. %2

O oxigénio tem umasol ubilidade aproximadamente cem
vezes maior em solucgBes do perfluorocarbono do que no
plasma. Conseqlientemente, a quantidade de oxigénio dis-
solvido no plasma pode ser suficiente para a oxigenagéo
tecidual, sem anecessi dade daHb.** Como os PFCs sdo com-
postos de natureza hidrof dbica, foi necessario o desenvolvi-
mento de emulsBes para que compostos pudessem ser
Uteis como carreadores de oxigénio do plasma para os teci-
dOS.31’32

Apesar de necessaria, as pesquisas para o desenvolvi-
mento dos CAOL Cs continuaram lentas e dependentes de
altos investimentos. Somente a partir de 1981 voltou a ga-
nhar relevancia internacional, ap0s a descoberta de que o
virus HIV bem como outros agentes infecciosos poderiam
ser transmitidos pelo sangue.®

Existem trés motivos basi cos pel os quaistem-seinten-
sificado abusca por CAOL C: aperecibilidade do sangue, os
custos crescentes de producdo e a necessidade de compa-
tibilizacdo entre doador e receptor.3%

Caracteristicas ideais dos CAOLC

Pesquisadores definiram as caracteristicas ideais que
0sCAOLCdeveriamter:

 Permitir adequada captacdo de oxigénio nos pulmdes
e liberagéo de gés carbdnico

* Adeguada liberac&o de oxigénio aos tecidos

« Longo tempo de permanéncianacircul acao sangliinea

» Né&o-toxico

« Livres de agentes infecciosos e alérgenos

 Excrecdo rgpidasem causar |lesdes orgéani cas/funcio-
nais

« Estavel em temperaturaambiente e facilmente dispo-
nivel para uso —ndo se deteriorando na estocagem e, ideal -
mente, ndo necessitar de refrigeracéo, tornando possivel a
sua infusdo em situacBes emergenciais, extra-hospitalares,
em locais remotos e em situagdes de catastrofes piblicas.
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* Facilmente esterilizavel

 Baixo custo de producéo

* Longo periodo de validade

* Facilmente administravel

» Compatibilidade universal podendo ser transfundido
a qualquer individuo a despeito de seu grupo sangiineo,
sem qual quer teste adicional prévio.

* Livredeefeitoscolaterais

* Previsibilidade da composicdo de ingredientes que
sejam compl etamente conhecidos, permitindo a suamanipu-
lacdo adequadamente 6%

Das caracteristicas acima, trés vantagens potenciais e
nicas sdo consideradas criticas para o desenvolvimento de
umCAOLC:®

1. Ao contréario dos gldbul os vermel hos do sangue, um
CAOLC poderiaser esterilizado, removendo todo e qual quer
possivel agente infeccioso.

2. Estaria isento de risco de incompatibilidade san-
guiinea, podendo ser usado em qualquer individuo indepen-
dentemente do seu tipo sangiineo.

3. UmCAOL C estavel poderiaser armazenado por mui-
to tempo, permitindo o transporte alongas distancias, acam-
pos de batalha, ou aum local de desastre natural sem neces-
sidade de refrigeracao. >4

Carreadores de oxigénio baseados em
hemoglobina

A escolha da Hb para transporte de oxigénio aos teci-
dos € uma opgao natural dada a sua capacidade funcional .4
Vé&rios grupos de pesquisa tém se dedicado a modificacdo
quimica da Hb com o intuito de estabilizar e de reduzir os
principais efeitos adversos da Hb livre, resultantes da depo-
sicdo renal dos dimeros de Hb e de vasoconstrigéo associa-

Hemoglobina ndo modificada de células

®®

Dimeros

Cc

== rafinose

= ligag&o de glutaraldeido

do ao Oxido nitrico.®*® (Figural e Tabela2).

A Hblivrede célulasrapidamente se dissociaem dime-
ros que sdo depositados no rim. A ligagdo da diaspirina aos
dimeros estabilizaaHb. A conjugacéo de Hb+PEG produz
tetrAmeros com alto peso molecular. A ligagéo estabilizaa
Hb, formando multimeros de diferentes pesos molecul ares.

Outraquestdo refere-se quanto afonte de Hb, pois para
superar a equacdo de producao/custo, aém da Hb humana
(n&o aceitavel por algunsindividuosdevido amativosreligio-
sos) tem sido testada a Hb bovina (abundante, de baixo custo,
porém tem risco de infeccdo por agentes varios como p.
ex.prions) eapartir de animaistransgénicos (processo de ato
custo e tecnol ogicamente complexo até o momento).*

V &rias estratégias tém sido adotadas parapossibilitar o
uso daHb como carreador de oxigénio livre de células:

Estabilizacdo da Hb

A ligacéo dosdimeros de Hb por meio de pontesintra-
moleculares fortalece as pontes existentes estabilizando a
Hb. Como exempl o dessa classe de carreadores de oxigénio
baseados em Hb temos a Hb ligada a dicidos, de origem
humana, apresenta efeito oncético moderado, viscosidade
relativamente baixa, entretanto é altamente vasoativa. Estu-
dosclinicosevoluiram atéfaselll parauso emcirurgiacardio-
pulmonar, mas pelos efeitos colaterais observados foram
descontinuados.”® Outro exemplo é aHb ligadaadiaspirina,
gue chegou a ser usadaem ensaios clinicosfase |1l em paci-
entes submetidos acirurgiacardiaca, porém foram interrom-
pidos ap0s constatacdo de aumento de mortalidade no gru-
po querecebiaaHb-diaspirina*44 A Hb-diaspirinafoi tes-
tadaem pacientes em choque hemorragico e em traumatismo
craniano, com resultados surpreendentes.**>2 Essa classe de
carreadores de oxigénio livre de células é considerada de

primeirageracéo.

A - tetrAmeros de Hb(a—o) + diaspirina

B - tetrameros de Hb com superficie
modificada (Polietilenoglicol)

C - Hemoglobina humana + 0 - rafinose
(tetrameros e multimeros B-f)

D - Multimeros de Hb humana ou
bovina + ligagéo inespecifica a
glutaraldeido

Figura 1. Comparagéo entre hemoglobina (Hb) humana (tetramero) e quatro diferentes carreadores de oxigénio livre de células
(tetrameros de Hb+diaspirina, tetrameros de Hb com superficie modificada, Hb humana + O-rafinose e Multimeros de Hb+ glutaraldeido).
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Tabela 2. Situagéo atual dos carreadores de oxigénio livre de células baseados em modificagdes da Hb

Classe do produto Modificagéo da Hb Nome comercial ggr:_t'eb Estado de pesquisa clinica
Hb Tetramérica Hb+diaspirina HemAssist (Baxter) humana Descontinuado (seguranca)
- S PHP-Hb Fase ll-choque séptico em
Hb Tetramérica Hb+PEG piridoxilado (Apex/ Curacyte) humana andamento
Hb+PEG PEG Hb (Enzon) Bovina Descontinuado (seguranca)
Hb+PEG Hemospan (Sangart) Humana Fase Il em andamento
Hb tetrdmero Hb+glutaraldeido HBOC201 . .
L f . . bovina Terminou Fase lll
polimerizado polimerizado Hemopure (Biopure)
Hb+g_|utar_al Ideido PolyHeme (Northfield) humana Fase ll
polimerizado
Hbfo-raflnose Hemolink (Hemosol) humana Fase Il descontinuado (seguranca)
polimerizada
Hb encapsulada lipossomal - bovina Pré-clinico
Cadeias RHb1.1
Hb recombinante Alfa-alfa Hb Optro (Somatogen) Humana recombinante Descontinuado (seguranga)

Hb com substituicao
de aminoacido

Hb octamérica

RHb2.0 (Baxter)

RHb betaG83C-F41Y

Humana recombinante Descontinuado (seguranga)

Humana recombinante Pré-clinico

Conjugacao de substancias quimicas aos tetrameros
de Hb

Inicialmente foram conjugadas a Hb substancias deri-
vadas do dextran. A seguir foram testadas vérias moléculas
como polietilenoglicol (PEG), polioxietileno ehidroxietilstarch
conjugados a Hb por meio de pontes intermoleculares for-
mando polimerosde Hb.>*% Como caracteristicas, essescom-
postos, que podem ser de origem humana ou bovina, tém
meiavidaprolongada, excrecdo renal lenta, elevadaviscosi-
dade, alta pressdo oncdtica e baixa vasoatividade.5"*® Um
tetrdmero de Hb humana piridoxilada conjugada ao poli-
oxietileno (PHP, Curacyte®, Munique, Alemanhae Durham,
EUA) foi desenvolvido intencionalmente parauso em situa-
¢cdes em que haja aumento de producdo de Oxido nitrico
(Pex.choque séptico). Foi demonstrado em estudo fase |1
que pacientes em choque séptico que receberam Hb+PHP
necessitaram de menor quantidade de drogas vasoativas.
Esse produto continua sendo testado, agora em fase |11 de
pesquisa clinica. O PHP estd em estudos fase || como tera-
péuticaauxiliar em chogue cardiogénico e naterapiado can-
cer com IL-2 (resultados néo publicados, obtidos apartir do
sitio www.curacyte.de).

Outro produto Hb+PEG (M P4), Hemospan® (Sangart,
San Diego, EUA) estdem fase || de pesquisa clinica, sendo
testado em quarenta pacientes. >

Polimerizagdo da Hb

Os carreadores de oxigénio baseados em solugdes
de Hb desse grupo sdo moléculas polimerizadas de O-
rafinose ou glutaraldeido, que, ligados a Hb, estabelecem
pontesintraeintermolecul ares de alto peso molecular para
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aumentar a sua meia-vida.®*®? Esse processo produz solu-
¢es de Hb polimerizada de peso molecular variavel, mo-
derada pressdo oncotica, alta viscosidade e vasoatividade
moderada.®®

Estudos com Hb ligada ao glutaral deido polimerizado
mostraram resultados promissores, tanto é que culminaram
com a liberacdo para uso clinico de um produto comercial
denominado PolyHeme® (Northfield Laboratories, E.U.A) na
Africado Sul.* Esse produto, de origem humana, tem sido
usado em situagdes emergenciais pré-hospitalares, onde a
transfusdo de sangue ndo esta disponivel e em situagdes de
sangramento macico com Hb<3,0g/dL .%>%67 Qutra solucdo
de Hb-glutaral deido polimerizado de origem bovina, chama-
do deHBOC?201 (Hemopure®, Biopure Corporation, E.U.A.),%
estd atual mente sendo testado (fase 1) em 23 centros hospi-
talares norte-americanos, ainda que tenhasido alvo de criti-
cas recentes.® 73

A HbligadaaO-rafinose, (Hemolink®, Hemosol, Cana-
da) apesar de ter inicialmente apresentado bons resultados
como carreador de oxigénio em cirurgiacardiacaemenor efeito
vasoconstritor e toxicidade renal que outros produtos, a sua
pesquisa(faselll) foi descontinuadapor motivo de seguran-
ca.™” A empresa Hemosol esté desenvolvendo outro pro-
duto conjugando Hb a molécula de hidroetanol starch de se-
gunda geracdo, que tem alto peso molecular e maior capaci-
dade de agir como expansor volémico.™

Encapsulacdo da hemoglobina

Inicialmente foram utilizadas vesiculas de fosfol ipides
paraaencapsulacdo daHb, porém pesquisas concluiram que
aHb encapsulada em fosfatidilcolinaisoel étrica em quanti-
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dades equimolares de colesterol na camada bilipidicatorna-
vam o produto mais estavel.””""87°

A encapsulaco de Hb em lipossomos permite a produ-
¢&o de solucdo com altaconcentragdo de Hb, baixatoxicidade
renal e introducéo de outros constituintes como catalase® e
superdxido-dismutase®#28 As pesquisas atuais estéo foca-
das na esterilizac&o de Hb lipossoma-encapsulada, no con-
trole do tamanho do lipossoma, naeficiénciadaencapsulacéo
e na estabilizagdo do produto final .8 Os produtos resul-
tantes da combinac&o de solugdes de Hb+ enzimas séo con-
siderados CAOL Csdeterceirageracéo.

A tecnologia de nanocapsul as empregando polimeros
como &cido palilatico e poliisobutilcianoacrilato sdo ainda
promessas, classificados como CAOL Csde quartageracao.®
Esses produtos tém viscosidade ligeiramente menor que o
sangue humano, e a associacao também ao PEG aumenta a
meia-vidae a eficiénciadaencapsul aggo. %%

Hb recombinante

Desenvolvida com o uso de técnicas de engenharia
genéticaem 1990 por Hoffman e cols. apds métodos de puri-
ficacd@o e aperfeicoamento tecnoldgico, obteve-se a Hb
recombinante tetramérica(rHb1.1 erHb2.0); porém, devido a
elevada incidéncia de efeitos adversos, em especial decor-
rentes da vasoatividade, foram abandonados.®** Recente-
mente foi produzidauma Hb octaméricaestavel, um dimero
detetrdmeros de Hb recombinante (rHb betaG83C-F41Y) para
reduzir esse efeito indesgjavel.

Toxicidade relacionada aos carreadores de
oxigénio baseados em hemoglobina

Sdo vérios os efeitos adversos rel acionados ao uso de
solucBes de Hb; alguns foram reportados tanto experimen-
talmente como em seres humanos, dentre se destacam:

Nefrotoxicidade

E complicacdo fregiientemente observada. A Hb ndo
modificadalivre no plasma sabe-se, hamuito, é nefrotoxica.
Conseqlientemente, quaisquer produtos que envolvam a
modificacdo de Hb ndo deve ter, na sua composicédo final,
hemoglobinalivrendo modificada.

As solugdes de Hb, alteradas quimicamente ou geneti-
camente, podem levar adeposi¢ao de dimeros em excesso, a
obstrucao tubular, aredugéo dataxadefiltracdo glomerular e
lesdo renal .»

Vasoatividade

Tem sido documentado em praticamente todos os pro-
dutos baseados em Hb, tanto experimentalmente como em
humanos.®7% A etiologia dessa complicagdo ainda ndo
foi totalmente esclarecida, mas o 6xido nitrico que se liga
avidamenteaHb livre tem papel relevante. Umahipotese é
a de que interagdes entre 6xido nitrico, Hb livre e fator
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relaxante derivado do endotélio possam desencadear uma
respostainflamatoriaefalénciamultiplade 6rgaos.® Outros
autores sugerem que aHb livre possamodular asensibilida-
de do receptor de resposta adrenérgica estimulando a endo-
telina-1 (peptideo vasoconstritor). Foi também reportado que
mesmo as Hbs modificadas que apresentam pequenos efei-
tos pressoricos clinicamente podem resultar em importante
vasoconstricdo e aumento da resisténcia vascul ar.1%010

Nos casos das solucdes de Hb encapsulada, os frag-
mentos lipidicos que envolvem a Hb e estromas celulares
residuaislevam avasoconstric¢do, ativacao do complemento
eageracao deradicais livres, 102103104

Toxicidade cardiaca

Em animais (macaco Rhesus e em porcos) foram detec-
tados casos de degeneragéo cardiacafoca ou moderada, ou
ainda degeneracdo multifocal. Essas lesdes tém sido obser-
vadas 24-48 horas apds uma Unicainfusdo desses produtos.
As regifes mais frequentemente envolvidas tém sido a re-
gido basal do ventricul o esquerdo, préximo do muscul o papilar,
0s septos interventriculares e ventricul o direito.1%

AlteracOes gastrointestinais

Desconforto abdominal, nauseas, vomitos, disfagiaou
dor abdominal generalizada tém sido os sintomas comuns.
Acredita-se que estejam relacionados ao 6xido nitrico, le-
vando a espasmos no trato gastrointestinal .1%

Atividade pro-inflamatéria

A infusdo de Hb em pequenos animaisestimulaaativi-
dade procoagulante e, conseqiientemente, pode desencade-
ar coagulacado intravascul ar disseminada.’®” Estudos em coe-
Ihos in vivo demonstraram arterite pulmonar e lesdes trom-
béticas. Estudos in vitro sobre o efeito da Hb em leuctcitos
mostraram que, na presenca de outros componentes san-
guiineos, os leucacitos liberam substancias pro-inflamatori-
ascomo fator de necrosetumoral einterleucina8 (IL-8).1%¢1%®

Estresse oxidativo

Numerosos estudos in vitro e in vivo sugerem que as
solucBes de Hb podem induzir estresse oxidativo que, em
parte, pode ser explicado pela capacidade da Hb em servir
como fonte de oxigénio toxico e/ou pela capacidade da Hb
em remover Oxido nitrico, importante componente anti-
oxidantenatural eacarretar em aumento deradicaislivres. Em
humanos existe evidénciaindireta desse efeito adverso, uma
vez que o0 aumento da atividade enzimética, incluindo au-
mento de creatina fosfoquinase (CK), desidrogenase lactica
(DHL) e enzimas pancredticas, lipases e amilase néo €
incomum. o1t

Efeito sinérgico entre endotoxina e hemoglobina
Em model os animais em septicemiafoi reportado que
niveisdeHb livre podem reduzir o clareamento de endotoxinas
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dacirculacdo, aumentando o risco de mortalidade. Esse even-
to adverso € parti cularmente preocupante, umavez que es-
ses produtos podem ser infundidos em pacientes com pro-
Cessos infecciosos em curso ou em vitimas de trauma com
ferimentos contaminados. Em estudo publicado ha pouco,
ndo foi observado efeito no sistema imune decorrente da
infusdo de carreador de oxigénio livre de células baseado
em Hb.12

Neurotoxicidade

Em model os experimentais, a Hb livre pode ter acéo
toxicadiretaem neurdnios. Em estudos pré-clinicos, aadicao
deHblivre podelevar neurbniosamorte, deixando ascélulas
gliaisintactas. Em um relato de caso, ainfusdo de Hb modifi-
cadafoi considerada um preditor desfavoravel de evolugéo
trés meses apds a ocorrénciade acidente vascul ar i squémico.
O mecanismo dessa complicac&o pode ser em parte devido
ao efeito vasoconstritor da endotelina-1 que aumentou, de
modo dose-dependente, pela administracdo do produto
acelular deHb.**

Perfluorcarbonos (PFCs)

Os PFCs pertencem aumaclasse de mol écul as caracte-
rizada por um arcabouco de carbono ciclico ou linear que é
altamente substituido por fluorino e, ocasionalmente, por ou-
tros hal6genos. S&o quimica e biologicamente inertes, com
uma caracteristica Unica para transportar gases nao-polares
como oxigénio, gas carbdnico, nitrogénio solubilizados nas
moléculas de PFCs. O oxigénio tem uma solubilidade cem
vezes maior em solugdes de perfluorcarbonos do que no plas-
ma; como conseqiiéncia, a quantidade de oxigénio dissolvi-
do no plasma pode ser suficiente para oxigenar os tecidos
indepentemente da Hb.*** Esse transporte depende da pres-
s8o parcia de oxigénio e daconcentracdo de PFC no plasma,
portanto, para uso clinico, o paciente deve receber oxigénio
adicional paraque os PFCsatuem transportando O,. O exem-
plo classico de seu potencial de transporte de O, € o experi-
mento em gque um camundongo foi mantido vivo durante a
imersdo em um béquer com perfluorocarbono oxigenado. %

Esses compostos sdo imisciveis em adgua, dependendo
de emulsificagdo para uso intravenoso. Com esse intuito, o
PFC é misturado a um surfactante (tipicamente um fosfo-
lipidio) produzindo umaemulsdo estével. A concentragéo de
PFC naemulsdo évaridvel (serve paraclassificar asgerages
de PFCs), sendo maior nas formulactes atuais de PFCs (32
geracdo). A primeira geracéo de PFC é representada pelo
perfluorodecalino e pelo perfluorotripropilamina. O primeiro
tinhameiavidacurta, mas 0 segundo mantinha-se por meses
nos tecidos.*® O Fluosol DA 20%® (Green Cross Corp.,
Japao), licenciado parauso clinico em 1989 em angioplastia
percuténeatransluminal paraoxigenar oleito vascular distal,
chegou a ser liberado no Japdo para uso clinico.l%° Foi
retirado do mercado em 1994 por baixas vendas e reactes
adversas.
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A segundageracéo de PFCs apresentava maiores van-
tagensem relagdo aprimeira, com maior capacidade de carrear
oxigénio, excrecado rapidae menosretencdo nostecidos, mai-
or purezae possi bilidade de producéo em grande escala. Trés
produtos foram desenvolvidos (perfluorodiclorooctano,
brometo de perfluoroctil e perfluorobutil) e todos abandona-
dos devido a eventos adversos significantes.!®

Outros PFCS de segunda gerac&o tém sol ubilidade em
O, mais alta que o Fluosol-DA®; sdo eles o PHEr-2®
(Sanguine Corp, PasadenaEUA) e o perflubron. O Oxygent®
(Alliance Pharmaceutical, EUA), umaemulsdo de perflubron
associado afosfolipide que parecia altamente eficaz nas fa-
ses| ell deestudo clinico,* em fase |11 foi decepcionante,
pois 0s paci entes que receberam o Oxygent® tiveram maior
prevaléncia de acidente vascular cerebral que os do grupo
controle levando a interrupgao das pesquisas.

Esta liberado para uso clinico o Perftoran® (perfluo-
decalina + perfluorometil ciclohexipiperiding) produzido na
Russia desde 1996 e por uma empresa norte-americana
(Oxycyte®, Sinthetic Blood International, EUA).122
Perftoran® foi recém-aprovado parauso no México.

Efeitos adversos associados aos PFCs

Existem efeitos adversos clinicamente rel evantes asso-
ciados aos PFCs possivelmente relacionados a ativagéo de
inimeras enzimas ou sistemacelulares.'?

Biologicamente o PFC éinerte, mas o principal efeito
adverso relacionado aprimeirageracdo de PFCs é aativacéo
do complemento.’* As moléculas de PFC sdo seqliestradas
no sistemareticuloendotelial, particularmente nas célulasde
Kupffer e nos macréfagos e liberadas subseqiientemente no
plasma como gas dissolvido. O gas de PFC € exalado néo
modificado e ndo-metabolizado pel os pulmdes. Enquanto os
PFCsde primeirageracdo eram retidos em quantidade signi-
ficativa no sistema reticuloendotelial, os PFCs atuais, tais
como o Perflubron®, tém umaretencdo de aproximadamente
umasemana. Isto permite eliminacéo hepaticaerenal eficaz
desse PFC, reduzindo o risco de disfuncéo significativa do
0rgdo.'?

Um grande obstacul o ao uso de PFCs como carreador
deoxigénio livre de células é o de que o0 tamanho das particu-
las de emulsdo tem que ser cuidadosamente controlado e
homogéneo, caso contrério ha ativacéo do sistema macro-
fagico-monocitico, sequiestro de plaquetas no baco e libera
¢do de citoquinas inflamatérias.'?®

A retencéo de PFCsno sistemareticul oendotelial acres-
centa um problema quanto ao nimero de doses de PFCs
consideradas seguras. Os PFCs sdo relativamente evanes-
centes no plasma, com umameiavidade aproximadamente
3-4 horas nafase plasmética. No sistemareticuloendotelial,
entretanto, tem umafase de retencéo aproximadade 3-5 dias
antesdaexalagéo do PFC. Portanto, emboraafase plasmética
sejaextremamente curta, aadministragéo adicional de PFCs
pode ndo ser possivel pelo risco de o sistemareticuloendotelial
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n&o conseguir eliminar o PFC adequadamente. Assim os PFCs
podem se transformar numa droga de dose Unica. Até o mo-
mento, limitagdo de dosagem é tedrica, porque ndo ha
dado clinico que suporte se os resultados de novas infusdes
de PFC podem levar a efeitos adversos graves.

Os PFCs dependem das Leis de Pressdes Parciais de
Henry, que limitam também o uso eficaz desses produtosem
situagBesem que apressao parcia de oxigénio é supranormal,
isto &, quando atensdo alveolar parcial do oxigénio aproxi-
ma-se de 400 mmHg ou mais. Portanto, pacientes com doen-
capulmonar significativa, aindague com oxigénio suplemen-
tar e com ventilago controlada, podem ser incapazes de al-
cancar pressdo parcial de oxigénio para permitir que o PFC
funcione como um carreador eficaz de oxigénio.

Trombocitopenia

A explicacdo desse efeito colateral em animais e em
humanos pode estar relacionada ao metabolismo e ao pro-
cesso de clareamento normal dos PFCs, uma vez que com-
postos fluoroquimicos podem levar adeformagdes nasuper-
ficie plaquetéria e subseqlientemente opsonizagéo pel o bago
e figado. Alguns estudos demonstraram que as plaquetas
parecem ter funcdo normal em testes de agregacéo in vitro,
outros que as plaquetas tém vida média menor, porém com
producéo normal pelo individuo.*

Bloqueio reticuloendotelial

Especula-se que as emul sdes de PFCs podem prejudi-
car o clareamento de bactérias nacircul agdo, emboranenhum
estudo clinico tenha demonstrado tal efeito adverso.'?13

Sintomas flu-like

Administragdo de PFCsem humanostem sido associa-
da a sintomas tipo flu-like e elevagdes transitorias de cito-
quinas pré-inflamatorias. A etiologia deste fendbmeno é des-
conhecida.’*

Efeitos no Sistema Nervoso Central

Casos de acidente vascular cerebral possivelmente as-
sociado ainfusdo de PFCs foram descritos. A base fisiopa-
tol 6gica para esta associagao ndo foi elucidada.

Aplicacéo clinica de solug6es potenciais de
carreadores de oxigénio

Vé&rias informagdes de literatura sdo referentes arela-
tosde casos, todaviaos CAOL C superaram em muito aindi-
cacdo de substituto de transfusdo de concentrado de hemé&-
cias /sangue total, podendo ser usados para fins diagnosti-
COs e terapéuticos outros. 13313413

Finalidade terapéutica
» Choque hemorragico; hemorragia aguda (guerra, ci-
rurgia); anemiagrave. 1157138

400

 Hemodilui¢do normovol émicaaguda. 13142

 Anemiahemoliticaauto-imune.**

» Exsangliineotransfusdo — parareposi¢ao de volume.

* Isquemialocal: infarto agudo do miocardio; insufici-
éncia cardiaca; acidente vascular cerebral isquémico; trom-
bose e embolismo arterial agudos; artéria coronaria.’*

p.ex.: Hemozyme®, (Synzyme TechnologiesLL C, EUA)
gue é um carreador de oxigénio livre de células da segunda
geracdo (polinitroxil+Hb polimerizada), tem trés acles:
vasodilatador, mimitizando agdo de enzimas antioxidantese &
um agente antiinflamatorio. Consegiientemente postula-se
gue o HemoZyme® pode ter indicacdo no tratamento de
isquemia, na reperfusdo, em processos inflamatérios e na
falha mltipla de 6rgéos apds isquemialhemorragia grave e
ressuscitagdo.#

» Doenca de descompressdo aguda, intoxicac&o por
monoxido de carbono, embolia gasosa.*#

* Terapia adjuvante: radioterapia de tumor; quimio-
terapia, 148149

* Protecao de 6rgéo durante cirurgiacom desvio cardio-
pulmonar, hipotermiaprofunda, cardioplegia. '™

* Preservacgéo de érgéo doado.™

» Choque séptico.™™

» Quando a transfusdo de sangue e componentes ndo
€ aceita por motivagdo religiosa.™ Foram descritos casos
clinicos de uso de PolyHeme® em paciente com anemiagra-
ve (Hb<3,0g/dL) que recusavam ser transfundidos com san-
gue homologo. 1415

» Sindrome torécica aguda **

Fins diagnosticos

* Agentede contraste— o Perfluoro-octilbromideo pode
ser usado no ultra-som, na tomografia computadorizada, na
angiografia e na ressonancia magnética.1571%6.15°

Novas linhas de pesquisas

Linhas de pesquisas inovadoras outras tém sido de-
senvolvidas como alternativas para suprimento de hemo-
componentes a partir da doagdo de sangue. Dentre essas,
destacam-se:

* Expansdo ex-vivo e diferenciagcéo apartir de células-
tronco hematopoéticas para producdo de células sangliineas
maduras em grande escal a, porém com altissimo custo

» Uso dedendrimeros, que sdo tipos especiais de poli-
meros que tém estruturas mol ecul ares ramificadas em nano-
escal a(pesquisa patrocinada pel o Exército dos Estados Uni-
dos). Estaem faseinicial de pesquisaclinica.’®

 Camuflagem de antigenos eritrocitérios transforman-
do os gl6bul os vermelhos em concentrados universais, po-
dendo ser usados em quaisquer individuos. Como desvan-
tagem estao os riscos associados a seguranca desse pro-
duto e a manutenc&o da necessidade de doadores de san-
gue. 16!
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» Uso daporfirinacomo carreador de oxigénio aosteci-
dos. Pesquisadores britanicos incluiram no centro de um
polimero hiperamificado umamoléculade porfirina (Fe2+) e
demonstraram que esse produto pode ligar-se reversivel men-
teao oxigénio. A diferencaentre esse potencial carreador de
oxigénio livre de células do sangue e os outros é o baixo
custo de producdo em larga escala. X%

Concluséao

Apesar de intensos esforgos até o momento, amaioria
dos pesquisadores consideraque os CAOL C ainda estéo em
estégio de pesquisa e desenvolvimento, umavez que varias
questdes precisam ser elucidadas, principamente quanto a
seguranca e a eficacia em relagdo ao sangue humano.163.164
Esses fatores podem deslocar a indicag&o dos carreadores
de oxigénio livres de células apenas como coadjuvantes das
transfusdes homologas. Além do mais, solucdes colbides e
cristal 6ides tém sido utilizadas como expansores vol émicos
no tratamento efetivo em situagBes de perdas sangiiineas
expressivas, com pouco ou henhum efeito adverso.

Atualmente, o status desses produtos tem sido restrito
para uso em pesquisas clinicas, em terapias da reposicéo de
sangue em situaces emergenciai s antes da chegada do pa-
ciente aos centros hospitalares, nahemodilui¢&o peri-opera-
tériaou para os que ndo aceitam a transfusao de sangue por
questdes religiosas.

Ainda é cedo para definir o papel danovageracdo dos
CAOLC, mas é certo que temos muito que aprender com es-
ses produtos e procurar acompanhar de perto o seu desen-
volvimento, pois a sua incorporacéo no arsenal terapéutico
conferiraumanovadimensdo amedicinatransfusional.

Abstract

The procedures needed to reduce transfusion-associated adverse
effects, especially those related to transfusion-transmitted diseases
and leukocyte-mediated alloimmunization, have a great impact on
the production cost of blood components. Additionally, blood
transfusion has increased worldwide making the need for a safe
substitute for blood evident. These products have been named
artificial blood or blood substitutes. Based on the fact that their
focus has been oxygen delivery to tissues, "free oxygen carrying
cells" is more appropriate. Two major groups of free oxygen
carring cells have been tested: modified hemoglobin solutions
(bovine or human) and perfluorocarbons (PFCs). Even though
not without adverse effects, extensive clinical trials are being
conducted to test their safety and efficacy. The understanding of
free oxygen carrying cell mechanisms has made testing of a new
generation of these products for other applications possible thereby
expanding transfusion medicine frontiers. Rev. bras. hematol.
hemoter. 2007;29(4):394-405.

Key words: Artificial blood; transfusion; perfluorcarbon;
hemoglobin; blood substitutes.
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