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DESCRIPCION

Disolucién y procedimiento para la reanimacién y reparacion de tejido dafiado isquémicamente.
Campo del invento

El presente invento se refiere generalmente a la conservacion, mantenimiento y reparacién de tejidos y orga-
nos. Mas especificamente, el presente invento proporciona un proceso mediante el cual la integridad, funcién, y
viabilidad son restablecidas en un 6rgano o tejido isquémicamente dafiado usando una composicién proporcionada
aqui.

Antecedentes del invento

Continda habiendo una escasez extrema de 6rganos para transplantes. Actualmente, el principal factor limitante en
transplantes clinicos es la continua escasez de 6rganos. Por ejemplo, los transplantes de rifién son altamente depen-
dientes de la disponibilidad de 6rganos retirados de donantes caddveres con el corazén aun latiente. Adicionalmente,
una amplia y aun sin explotar fuente de 6rganos para transplantes son caddveres de corazén no latiente. Cadaveres
con corazén no latiente son victimas de accidentes que sucumben en el sitio de la lesién y los que tienes tiempos
de supervivencia postrauma cortos. En tales casos, las razones por la que tales 6érganos no son usados es porque una
vez el corazén deja de latir, la falta de suministro de sangre circulante (isquemia caliente) resulta en una cascada de
lesiones.

Un 6rgano marginalmente, pero funcionalmente, dafiado por una isquemia caliente no puede tolerar dafios adicio-
nales mediados por la hipotermia. En condiciones de hipotermia utilizadas para conservar 6rganos que se pretende usar
para transplantes, la bicapa lipidica experimenta un cambio de fase y se vuelve de tipo gel, que reducir ampliamente la
fluidez. El lipido esencialmente congelado en las membranas celulares anula la utilizacién de O,, atin en presencia de
una elevada tensién de O,. La consecuencia metabdlica es glicolisis, que es andlogo al estado de anoxia. Se ha descrito
que por debajo de 18°C, la hipotermia inhibe la actividad tubular del rifién y que a 4°C, la utilizacién de oxigeno es
aproximadamente 5% de la de normotermia.

El almacenamiento hipodérmico puede también producir vasoespasmos y subsiguientes edemas en un 6rgano. Los
organos conservados hipotérmicamente pueden experimentar inflamacién glomerular de células endoteliales y pérdida
de integridad vascular junto con necrosis tubular; fendmeno atribuido a las condiciones hipodérmicas empleadas. La
hipotermia puede también inhibir la ATPasa dependiente de Na/K y resulta en la pérdida de la capacidad reguladora
del volumen celular. La pérdida de regulacion del volumen es lo que causa la inflamacién y dafio celular. Un suministro
amplio de oxigeno puede disminuir activamente la cantidad de esta inflamacién. Sin un suministro de oxigeno adecua-
do, la anoxia lleva a la desintegracion de los vasos mas pequefios tras varias horas de perfusion. La falta de oxigeno
y la subsiguiente deplecion de ATP almacenado significa que la glicolisis anaerdbica es la principal fuente de energia
en condiciones de conservacion tradicional. La falta de oxigeno molecular para fosforilacién oxidativa que tiene lugar
en isquemia, lleva a la acumulacién de NADH y la deplecién de los almacenes de ATP dentro de la mitocondria. La
subsiguiente pérdida de nucledsidos es probablemente un factor muy importante en el fallo de tejidos sometidos a una
isquemia caliente y periodos prolongados de isquemia fria para regenerar ATP tras el restablecimiento del suministro
de sangre. La incapacidad para suministrar oxigeno adecuado ha llevado a la dependencia rutinaria en la hipotermia
para la conservacion de érganos.

Asi, la isquemia (bien sea isquemia caliente o isquemia fria) es una cascada de eventos de lesiones que puede
ser caracterizada como una fase preletal, y una fase letal. La fase preletal produce efectos dafiinos en tres maneras:
hipoxia; malnutricién; y fallo en la eliminacién de desperdicios metabdlicos téxicos. Con la falta de sangre circulante
viene una falta en oxigeno molecular. La hipoxia resultante induce a la deplecion de almacenes de energia tales como
la deplecion de almacenes de ATP en la mitocondria. La deplecion de ATP lleva a cambios celulares incluyendo
edema, pérdida de integridad celular, y pérdida de polaridad de membrana. Los cambios celulares, inducen la fase
letal de la isquemia dando como resultado una acumulacién de residuos metabdlicos, activacidon de proteasas, y muerte
celular.

La disolucién del perfundido actual que representa la técnica mas innovadora en conservacion hipodérmica de
drganos, y proporciona una conservacion de érganos optimizada en condiciones hipodérmicas, contiene componentes
que impiden el edema tisular inducido por las condiciones hipodérmicas; metabolitos que facilitan la funcién del 6r-
gano tras el transplante; antioxidantes; estabilizadores de membrana; coloides, iones; y sales (Southard y otros, 1990,
Transpl. 49:251; y Southard, 1989, Transpl. Proc. 21:1195). La formulacién de este perfundido es designada para
conservar los 6rganos mediante una depresion del metabolismo inducida por las condiciones hipodérmicas. Mien-
tras que minimiza el edema y el vasospasmo encontrados normalmente durante el almacenamiento hipotérmico, no
proporciona la utilizacién de un agrupamiento de donantes sustancialmente expandido.

Esto es debido al hecho que un 6rgano o tejido, marginalmente, pero funcionalmente, dafiado mediante isquemia
caliente no puede tolerar un dafio adicional mediado por la hipotermia. Aun con sélo 30 minutos de isquemia, la fun-
cion postransplante de un érgano puede estar comprometida. Por ejemplo, usando 6rganos de cadaveres con corazén
latiente, la tasa no funcional inmediata se estima que es del 25%; y en sélo 30 minutos de isquemia, la tasa de no
funcionalidad inmediata es aumentada hasta alrededor del 60%. Asi, el 60% de los rifiones de cadaveres con corazon
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no latiente no funcionan inmediatamente debido a un dafio isquémico preletal. Ademas, se cree que el dafio y lesio-
nes isquémicas irreversibles tienen lugar en érganos deprivados de flujo sanguineo en s6lo unas pocas horas o0 menos
(Klatz y otros, Patente norteamericana N° 5.395.314). A menos que nuevas fuentes de 6rganos puedan desarrollarse, el
nimero de procedimientos de transplantes permanecerd constante. Adicionalmente, la cantidad del donantes no pue-
de ser sustancialmente expandida debido a que no hay un proceso/sistema disponible para reparar dafios isquémicos
preletales en 6rganos o tejidos daflados por isquemia caliente.

Esfuerzos recientes se han enfocado en la prevencién de dafio isquémico mediante resucitaciéon con una reper-
fusién con una disolucién inmediatamente después de la interrupcidn del suministro de sangre. Por ejemplo, una
disolucién protectora, descrita en el documento de Patente norteamericana N°: 4.415.556, es usada durante técnicas
quirdrgicas o para 6rganos a ser transplantados para prevenir el dafio isquémico al érgano. La disolucién protectora
es usada como un perfundido para mejorar el metabolismo aerébico durante la perfusién del érgano. El documen-
to de patente norteamericano N°. 5,395, 314 describe un método para resucitar un cerebro haciendo circular, tras la
interrupcién del suministro de sangre, a través del cerebro una disolucién de conservacién hipodérmica (aproximada-
mente §8-10°C) disefiada para disminuir el metabolismo del 6rgano, suministrar oxigeno, e inhibir el dafio por radicales
libres.

Aunque tales métodos y disoluciones de conservacioén son ttiles para prevenir el dafio isquémico en érganos,
estos efectos beneficiosos son eclipsados por las limitaciones practicas y funcionales. Primero, para que tales métodos
y disoluciones sean eficaces a la hora de prevenir el dafio isquémico, deben ser aplicadas inmediatamente (en un
intervalo de minutos) tras la interrupcion del suministro de sangre. Las limitaciones logisticas, por ejemplo en el
caso de una victima de un accidente como donante de érganos, puede reducir drasticamente el uso de tales métodos
y disoluciones de modo que serdn practicas sélo en un entorno hospitalario. Segundo, dafio y lesiones isquémicas
irreversibles se piensa que tienen lugar en érganos deprivados de flujo sanguineo en minutos (por ejemplo, cerebro)
o en sélo unas pocas horas (corazén, rifién). Un 6rgano o tejido, marginalmente, pero funcionalmente, dafiado por
isquemia caliente no puede tolerar un dafio adicional mediado por almacenamiento hipodérmico previo al transplante,
o restablecimiento del flujo sanguineo tras el transplante. Una razén es que el restablecimiento de la circulacién tras
la isquemia-reperfusion puede resultar paraddjicamente en un dafio tisular adicional (McCord y otros. 1985, N Engl J
Med 312: 159-163). El restablecimiento de la circulacién da como resultado una reoxigenacion del tejido dafiado. La
reoxigenacion del tejido dafiado isquémicamente puede dar como resultado una lesién del tejido causada a través de
la formacién de radicales libres de oxigeno, deplecién de eliminadores de radicales libres, y la liberacién de agentes
quimot4cticos.

Asi, hay una necesidad para un proceso y disolucidén que puedan superar, mas que sélo inhibir, los efectos de
isquemia en 6rganos o tejidos durante la fase preletal, y apoyar un proceso de reparacion en érganos o tejidos en
las etapas mas tempranas de la isquemia letal. Un proceso para inducir la reparacién de érganos y tejidos dafia-
dos, a tal grado que la alteracién de la funcidon pueda ser revertida, y la prevencidon de dafio tisular adicional du-
rante el restablecimiento de la circulacién, puede llevar a que la cantidad de 6rganos donantes sea sustancialmente
expandida.

El documento de patente WO 95/31897 describe un método y un aparato para monitorizar la viabilidad de los
organos transplantables.

El documento de patente norteamericana 5.395.314 describe un dispositivo y un método de resucitacién cerebral
y conservacién de érganos.

El presente invento proporciona un proceso para inducir la reparacién de un érgano dafiado isquémicamente hasta
el grado que la alteracién de la funcién del érgano puede ser revertida, dicho proceso comprende baiiar el érgano a
una temperatura de alrededor de 28°C hasta alrededor de 37°C con una disolucién fisiol6gica tamponada para eliminar
la sangre y los productos acidéticos que se han acumulado en el 6rgano durante la deprivacion de flujo sanguineo; y
perfusion del 6rgano a una temperatura de alrededor de 28°C hasta alrededor de 37°C con una disolucién fisiol6gi-
ca tamponada que comprende ademds un vasodilatador para dilatar los vasos sanguineo dentro del 6rgano, factores
tréficos para restablecer la funcién del érgano y al menos un sustrato de energia quimica y una funcién celular res-
tableciendo de ese modo la funcién del 6rgano y al menos un sustrato de energia quimica seleccionado a partir del
grupo que consiste en AMP, UTP, coenzima A, S-nicotinamida adenin dinucleétido (Nad*), S-nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato (NADP), flavin adenin dinucleétido (FAD), difosfopiridin nucleétido, trifosfopiridin nucleétido
monosddico y cocarboxilasa, para restablecer el metabolismo oxidativo en el 6érgano y readaptar el érgano a un medio
oxigenado.

El presente invento también proporciona una disolucién de resucitacion para inhibir el dafio isquémico, y para
inducir la reparacién del dafio isquémico a tal grado que la alteracién de la funcién del érgano es revertida en un
organo deprivado de flujo sanguineo, dicha disolucién de resucitacion comprende una disolucién fisiolégica tampo-
nada y comprende ademads: vasodilatadores en una cantidad fisiol6gicamente eficaz para dilatar la vasculatura del
6rgano; al menos un sustrato de energia quimica seleccionado a partir del grupo que consiste en AMP, UTP, coen-
zima A, B-nicotinamida adenenin dinucle6tido (Nad*), S-nicotinamida adenin dinucledtido fosfato (NADP), flavin
adenin dinucleétido (FAD), difosfopiridin nucleétido, trifosfopiridin nucleétido monosédico y cocarboxilasa, en una
cantidad fisiolégicamente eficaz para restablecer el metabolismo oxidativo perdido durante la deprivacién del flujo
sanguineo al 6rgano; y factores tréficos en una cantidad fisiolégicamente eficaz para promover uno o mas proce-
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sos de reparacién celular para restablecer la funcién celular perdida durante la deprivacién de flujo sanguineo al
organo.

El presente invento indica que, hasta el momento del invento, se pensaba que el dafo isquémico y lesiones a los
organos o tejidos deprivados de flujo sanguineo era irreversible. El proceso y las composiciones son usadas después
del dafio isquémico y lesiones para inducir la reparacion de los 6rganos y tejidos dafiados isquémicamente, y la
prevencion de dafio tisular adicional durante el restablecimiento de la circulacion. Esto distingue el proceso y las
composiciones segun el presente invento de métodos y composiciones usados actualmente dirigidos a ser usados
después del dafio isquémico y lesiones, con el propdsito de impedir o inhibir dicho dafio. El proceso segtn el presente
invento es un proceso mediante el cual la integridad y funcién de un 6rgano o tejidos dafiados isquémicamente pueden
ser restablecidos, durante al menos la fase preletal de la isquemia, usando una disolucién de resucitacion segtn el
presente invento. Ademads, el proceso y disolucién segtn el presente invento llevan la intencién de impedir o inhibir
dafio tisular adicional que puede ser inducido durante el restablecimiento de la circulacién sanguinea en un érgano o
tejido deprivado del flujo sanguineo.

El proceso segtin el presente invento comprende lavar el érgano a través del sistema arterial con la disolucion de
resucitacion del presente invento a una temperatura caliente de alrededor 28°C hasta alrededor de 37°C para eliminar
la sangre y los productos acidétidos que se han acumulado en el érgano o tejido durante el periodo de deprivacién de
flujo sanguineo; y perfundiendo el 6rgano o tejido lavado con la disolucidn de resucitacion para (i) dilatar los vasos
sanguineos, particularmente microvasos estrechos, dentro del érgano o tejido, (ii) restablecer la funcién del érgano o
tejido suministrando factores tréficos, (iii) restablecer la integridad celular y la funcién al 6rgano o tejido dafiado isqué-
micamente y (iv) restablecer el metabolismo oxidativo readaptando el érgano o tejido dafiado isquémicamente, a una
disolucién de resucitacion oxigenada; volviendo el 6rgano o tejido adecuado para el transplante y/o el restablecimiento
de la circulacién sanguinea.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1 es un organigrama que muestra los procesos del 6érgano afectado por el proceso y disolucién de resucita-
cion segun el presente invento.

Figura 2 es una grafica de un pardmetro de la funcién del érgano (creatinina sérica) relacionada con el nimero de
dias postransplante en un alotransplante canino usando el proceso y la disolucidon de resucitacion segiin el presente
invento.

Figura 3 es una gréfica de un pardmetro de la funcion del 6rgano (creatinina en orina) relacionado con el nimero
de dias postransplante en un alotransplante canino usando el proceso y disolucién de resucitacién segin el presente
invento.

Figura 4 es una grafica de un pardmetro de una funcién del érgano (creatinina sérica relacionada con el nimero
de dias postransplante en un autotransplante canino usando el proceso y disolucién de resucitacién segtin el presente
invento.

Figura 5 es un grifico de un pardmetro de la funcién del 6rgano (creatinina en orina) relacionada con el nimero
de dias postransplante en un autotransplante canino usando el proceso y disolucién de resucitacién segiin el presente
invento.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas
Definiciones

“Deprivado de flujo sanguineo” es un término usado de aqui en adelante para los propdsitos de la especificacion
y reivindicaciones que se refieren al cese de la circulacién sanguinea a través de un 6rgano o un tejido en cualquier
circunstancia en la que la circulacién sanguinea puede ser cesada y seguirle una isquemia caliente. Esto incluye para-
das del ritmo cardiaco para procedimientos quiridrgicos, o debido a causas naturales tales como un paro cardiaco. “Un
organo o tejido” es un término usado de aqui en adelante para los propdsitos de la especificacion y reivindicaciones
que se refiere a un “6rgano” incluyendo rifién, corazén, higado, pulmén, intestino delgado, pancreas, cerebro, ojo, y
piel. “Disolucién de resucitacién” es un término usado de aqui en adelante para los propdsitos de la especificacién
y reivindicaciones que se refieren a una disolucion fisiolégica tamponada que proporciona medios para el restableci-
miento de la integridad y funcién en érganos dafiados isquémicamente y lesionados deprivados de flujo sanguineo, y
para la prevencidn o inhibicién de dafio tisular adicional que puede ser introducido durante el restablecimiento de la
circulacién sanguinea en un érgano deprivado de flujo sanguineo.

El proceso segtin el presente invento es un proceso mediante el cual la integridad y funcién de un 6rgano dafado
isquémicamente pueden ser restablecidas, durante al menos la fase preletal de la isquemia, usando una disolucién de
resucitacion segun el presente invento. El restablecimiento de la integridad y funcién de un 6rgano usando el proceso
y composiciones segin el presente invento fue inesperado puesto que se pensaba, en el momento del invento, que el
dafio isquémico y las lesiones en los 6rganos deprivados de flujo sanguineo durante tan s6lo unas pocas horas o menos
era irreversible. Ademads, el proceso y disolucidn segtin el presente invento pretendian impedir o inhibir dafios tisulares
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adicionales que pueden ser inducidos durante el restablecimiento de la circulacién sanguinea en un 6rgano deprivado
de flujo sanguineo.

El proceso y disolucién segiin el presente invento proporciona un medio para eliminar sangre y productos acidéticos
acumulados durante el periodo de deprivacién de flujo sanguineo del 6érgano; un medio para restablecer la integridad
y funcidn celular, restableciendo de este modo la funcién del 6rgano; y un medio para readaptar el 6rgano a un medio
oxigenado. La capacidad de restablecer la funcién en un érgano siguiendo al dafio y lesion isquémicos se descubrid
posible basado en las premisas que (1) la sangre no se coagula mientras que estd en contacto con células endoteliales
vasculares viables, y por lo tanto érganos isquémicamente dafiados pueden ser perfundidos de nuevo siempre que el
endotelio esté atn viable e intacto; (2) el restablecimiento de la dindmica vascular depende de que se proporcione
una vasodilatacion dependiente de células endoteliales adecuada para perfundir adecuadamente y oxigenar el tejido
y proporcionar los mecanismos autorreguladores normales; (3) los microvasos deben ser dilatados adecuadamente
para la resucitacion, pero la permeabilidad no puede ser alterada para que la integridad celular sea restablecida; y (4)
factores tréficos, perdidos durante la isquemia, deben ser restablecidos, y la polaridad celular establecida para que se
recupere la funcion.

El proceso y la disolucién segtn el presente invento actian juntos para resucitar un 6rgano dafiado isquémicamente
con el proposito de restablecer la funcidn del 6rgano y para readaptar el érgano a un medio oxigenado. La Figura 1
es un organigrama que muestra los proceso del 6rgano afectado mediante el proceso y la disolucién de resucitacién
segun el presente invento.

Los siguientes ejemplos ilustran las realizaciones preferidas de la practica del invento. En las siguientes realiza-
ciones usadas para ilustrar el invento, es importante considerar el siguiente concepto. El modelo de ternera bovina y el
modelo canino han sido validados para la evaluacién de composiciones y métodos referidos al transplante de 6rganos
que se pretenden emplear en humanos ya que se ha demostrado que los modelos reflejan una base fisioldgica. Asi,
mientras que la composicién y métodos segtin el presente invento han sido validados en estos modelos experimentales,
la composicién y métodos han de ser utilizados ante todo en humanos. Una base fisioldgica para aumentar de escala
a partir de los modelos experimentales a humanos es conocida por aquellos con experiencia en la técnica, e incluye la
consideracién de diferencias tales como volimenes de 6érganos y caudales en los érganos (Véase por ejemplo, Harrison
y otros, 1977, J. Pharm. Sci. 66:1679-1683). Deberia entenderse que estos ejemplos se usan como ilustraciones, y no
como limitaciones.

Ejemplo 1
El Proceso

El proceso segtn el presente invento implica interceder durante una ventana de tiempo de deprivacién de flujo
sanguineo en un 6rgano antes de que tenga lugar una muerte celular sustancial. Se puede apreciar por aquellos con
experiencia en la materia que la ventana de tiempo en la que el proceso puede ser usado varia dependiendo del tipo
de 6rgano que ha de ser tratado. Por ejemplo, la ventana para el tratamiento de un corazén usando el proceso segtin
el presente invento puede ser menor de aproximadamente una hora; mientras que un rifién puede ser tratado usando
el proceso en un periodo de tiempo de hasta aproximadamente 4 horas de deprivacién del flujo sanguineo. Para parar
la cascada de dafio isquémico que conduce a la muerte celular, y de una manera como la que se ilustra en la Fig. 1, el
proceso segun el presente invento comprende las etapas de:

(1) Lavar el 6rgano danado isquémicamente a través del sistema arterial con la disolucidn de resucitacion segun el
presente invento a una temperatura cdlida de alrededor de 28°C hasta alrededor de 37°C para (i) eliminar la sangre y
los productos acidéticos que se han acumulado en el 6rgano durante el periodo de deprivacion de flujo sanguineo; (ii)
restablecer el medio celular a un pH fisiolégico; (iii) dilatar adecuadamente los microvasos; (iv) apoyar el metabolismo
anaerdbico como un procedimiento de rescate proporcionando compuestos de elevada energia y apoyando la glicolisis
con sustratos suplementarios que pueden incluir, pero no se limitan a glucosa, piruvato, y uridina 5’-trifosfato (UTP);
(v) iniciar una conversién desde metabolismo anaerébico hasta metabolismo oxidativo proporcionando sustratos me-
tabdlicos para restablecer el conjunto del compuesto de adenina, apoyar el ciclo del 4cido citrico, y restablecer el
acoplamiento de la cadena transportadora de electrones, por la cual el oxigeno molecular es lentamente introducido
para impedir un dafio por reperfusion mediado por la toxicidad del oxigeno; (vi) proporcionar un mecanismo para
vasodilatar adecuadamente el lecho de células endoteliales de los microvasos en un érgano isquémicamente dafiado
edematoso gravemente estrechado, sin alterar sustancialmente la permeabilidad del 6rgano, y en el que la vasodilata-
cién permite la perfusion adecuada del tejido del 6rgano que proporciona una presién de perfusidn estable, caudales
estables, y temperatura constante, pH constante, y oxigenacion constante; (vii) proporciona factores tréficos para res-
tablecer la funcién en el 6rgano dafiado isquémicamente, proporcionando de ese modo metabolitos para recuperar la
integridad y la funcién celular; y

2) Perfundir el 6rgano dafiado isquémicamente a través del sistema arterial con la disolucién de resucitacion se-
glin el presente invento a una temperatura cdlida de alrededor de 28°C hasta alrededor de 37°C para (i) normalizar la
oxigenacion, temperatura, y pH; (ii) continuar proporcionando un mecanismo para vasodilatar adecuadamente la vas-
culatura del érgano, sin alterar sustancialmente la permeabilidad del 6rgano, dando de ese modo como resultado una
presion de perfusion estable, y caudales de vasculatura estable; y (iii) continuar proporcionado factores tréficos para
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restablecer la funcién en el 6érgano dafiado isquémicamente, proporcionando de ese modo metabolitos para recuperar
la integridad y la funcién celular tal como apretar las uniones celulares y restablecer la polaridad de membrana. Se
apreciard por aquellos con experiencia en la técnica, que uno o mas de los beneficios derivados durante la etapa de
lavado también continuard en la etapa de perfusion, ya que la disolucién de resucitacion segin el presente invento
puede ser usada durante el proceso completo, es decir, incluyendo tanto las etapas de lavado como la de perfusion.

Para propésitos de ilustracion, y no limitacién, en la etapa de lavado una cantidad suficiente de la disolucién de
resucitacion es introducida lentamente mediante infusién via una cdnula en el principal suministro de sangre arterial
para ese o6rgano en particular hasta que el efluido esté libre de sangre. De este modo, la sangre isquémica y los
productos acidéticos, que se han acumulado en el espacio vascular durante el periodo en el que el 6rgano estd deprivado
de flujo sanguineo, se eliminan del espacio vascular. Ademads, el pH es restablecido y sustrato fresco es suministrado
para apoyar el metabolismo anaerdbico y otras rutas celulares necesarias para la integridad y funcién celular. Se
apreciard por aquellos con experiencia en la técnica que la cantidad de la disolucién de resucitacion suficientes para
usar en el lavado puede depender del tipo de 6rgano en particular y el tamaifio a ser lavado, asi como en la longitud de
tiempo de deprivacién de flujo sanguineo. A modo de ilustracién, pero no limitacion, 200 a 600 ml de la disolucién de
resucitacién puede ser una cantidad suficiente para lavar un rifién humano que ha sido deprivado de flujo sanguineo
durante un periodo de 1-3 horas.

Para propdsitos de ilustracion, y no limitacidn, en la etapa de perfusion una cantidad suficiente de la disolucién
de resucitacién es lentamente perfundida a una presion sistolica apropiada para el érgano dafiado isquémicamente que
va a ser resucitado, hasta que se alcanza un caudal que es préximo al normal para tal tipo de 6rgano en particular.
A modo de ilustracion, pero no limitacién, un rifion humano que ha sido deprivado de flujo sanguineo durante un
periodo de 1-3 horas puede ser lentamente perfundido con la disolucién de resucitacion a una presion sistdlica de <80
mmHg, hasta que se logra un caudal de >50 ml/min. El pH es normalizado en un intervalo fisioldgico introduciendo
lentamente oxigeno molecular via un oxigenador, o via un compuesto transportador de oxigeno como un componente
en la disolucién de resucitacion. La oxigenacion del 6rgano durante la perfusion, asi como la normalizacién de la
temperatura y pH, tiene lugar dentro de alrededor de los primeros 15-30 minutos de perfusién. Segin el érgano
se va vasodilatando lentamente, las presiones de perfusion y los caudales comienzan a estabilizarse, y el 6rgano
cambia rdpidamente a metabolismo oxidativo. Se aprecia por aquellos con experiencia en la técnica que la longitud
de tiempo necesaria para la perfusién depende del tipo y del tamafo del érgano en particular a ser perfundido, asi
como en la longitud de tiempo de la deprivacién de flujo sanguineo. Sin embargo, el tratamiento de un 6rgano dafiado
isquémicamente con el proceso (lavado y perfusion) segtin el presente invento durante aproximadamente 2 horas puede
ser suficiente en la resucitacién de la mayorfa de los érganos (por ejemplo, deprivados de flujo sanguineo entre 0,5 a 4
horas) durante la reanudacién de la funcién del 6rgano. También, si el érgano produce un producto, tal como un rifién
produce orina, el proceso puede dar como resultado la produccién de un producto normal de la funcién del 6rgano.

El proceso segtn el presente invento ha sido desarrollado para conservar y resucitar los érganos dafiados isquémi-
camente ex vivo sin la hipotermia tradicional (4°-10°C). El proceso proporciona el suministro de oxigeno necesario,
nutrientes para metabolismo, presién oncética, pH, presiones de perfusion, y caudales para apoyar el metabolismo
del 6rgano ex vivo, con mds frecuencia dentro o cerca del intervalo normal respectivo in vivo. Una tasa préxima a la
normal del metabolismo es aqui definida como alrededor del 70-90% del intervalo de tasas normales de metabolis-
mo. Ademas, el proceso segtin el presente invento apoya un nivel de metabolismo ex vivo que proporciona suficiente
metabolismo oxidativo que da como resultado el producto funcional normal del 6rgano. El desarrollo de este proceso
que apoya los 6rgano ex vivo, sin hipotermia tradicional, presenta la oportunidad para apoyar una tasa casi normal
de metabolismo y establece capacidades funcionales que pueden estar correlacionadas con un curso posquirirgico o
postransplantacional.

En una realizacién adicional, el proceso segtin el presente invento puede ser realizado usando un dispositivo que
comprende un sistema de bombeo laminar o pulstil para suministrar la disolucién de resucitacion, incluyendo medios
para proporcionar y controlar la perfusién y la presién de perfusién; medios para el control de la temperatura; y
medios para proporcionar y controlar la introduccién de, y la ventilacién de, los gases respiratorios. Tal dispositivo
ha sido descrito mediante el presente invento en el documento de patente norteamericana 5.699.793. Tal dispositivo
puede también incluir un medio dispositivo para ensayar y/o recoger el perfundido que ya ha circulado a través del
drgano para monitorizar y medir una o mds caracteristicas funcionales tales como pH, diversas presiones, caudal,
resistencia vascular, diversos constituyentes quimicos, oxigenacién, concentracién de diéxido de carbono, y consumo
de oxigeno. Ademds, los medios dispositivos o un medio dispositivo secundario junto con el dispositivo, puede ser
usado para medir y/o recoger productos del érgano desviados desde el 6rgano, tal como orina de un rifién, en el que la
medida subsiguiente de los pardmetros del producto del érgano puede referirse a la integridad del 6érgano y la funcién
durante o posterior al proceso segtin el presente invento.

Ejemplo 2
La disolucion de resucitacion

La conservacién del 6rgano y las disoluciones del perfundido son conocidas en la técnica como que comprenden
una disolucién bésica que consiste en una disolucién fisioldgica tamponada, tal como una disolucién salada o un medio
basal de tipo cultivo celular, al cual se afiade una variedad de suplementos definidos. En una realizacién preferida, la
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disolucién de resucitacion del presente invento también emplea tal disolucién basica que contiene aminodcidos, iones,
sales fisioldgicas, impermeantes, proteinas y/o factores séricos, y azticares. Ademds de los compuestos de la disolucién
base, la disolucién de resucitacién del presente invento contiene una nueva combinacién de suplementos que pueden
ser agrupados en al menos 3 categorias de componentes. Se puede apreciar por aquellos con experiencia en la técnica
que los componentes en cada categoria pueden ser sustituidos por un compuesto funcionalmente equivalente para
lograr el mismo resultado. Asi, las siguientes especies de componentes listadas en cada categoria de componentes es
para propdsitos de ilustracion, y no limitacion.

Una primera categoria de componentes, vasodilatadores, comprende una combinacién de componentes en una can-
tidad fisiol6gicamente eficaz que proporciona un medio para dilatar adecuadamente vasos grandes via relajacion de
células de musculo liso, asi como dilatar adecuadamente microvasos. Para asegurar que la permeabilidad normal de la
vasculatura es mantenida, la vasodilatacion es controlada en una manera dependiente de células endoteliales. Tal com-
binacién de componentes puede incluir (i) sustratos para la vasodilatacién mediada por células endoteliales, tal como
acetilcolina, dopamina, bradiquinina, y arginina; (ii) sustratos para dilatacién de microvasos, tal como prostaciclina
(y andlogos, es decir, carbaciclina) y Mg*; y (iii) adenosina (y andlogo, es decir ciclohexiladenosina), y verapamil
para sus efectos combinados en dilatacién vascular mediada por el bloqueo de canales de calcio (otros bloqueantes
de canales de calcio incluyen flunarizina, nifedipina, SNX-11, clorpromazina,y diltiazem). El resultado de usar tal
combinacién de vasodilatadores es que la vasculatura esté bien dilatada mientras que se conserva simultineamente su
integridad y la funcién de barrera normal. Los vasodilatadores comprenden desde 1% hasta 50% en volumen (p/v) de
la nueva combinacién de suplementos que son afiadidos a la disolucién basica formando la disolucién de resucitacion
del presente invento.

Una segunda categoria de componentes, sustratos de energia quimica, comprende una combinacién de compo-
nentes en una cantidad fisiol6gicamente eficaz que proporciona un medio para restablecer el metabolismo oxidati-
vo que se ha perdido durante el periodo de deprivacién de flujo sanguineo. Durante la deprivacion de flujo sangui-
neo, la pérdida resultante de la integridad de membrana lleva a la pérdida de componentes intracelulares tales como
iones, componentes del grupo de compuestos de adenina, del ciclo de 4cido citrico, y de la cadena transportado-
ra de electrones. Tales sustratos de energia quimica anadida a la disolucién de resucitacion puede incluir piruvatos;
glucosa; ATP; AMP; coenzima A; B-nicotinamida adenin dinucleétido (NAD™"); S-nicotinamida adenin dinucledti-
do fosfato (NADP*); flavin adenin dinucledtido (FAD); cloruro de tiamina pirofosfato (cocarboxilasa); uridina 5’
trifosfato (UTP); cloruro; adenosina; magnesio; y una combinacién de los mismos. Si el suministro de energia es
restablecido en las células tisulares antes de que la muerte de las células tenga lugar, los cambios celulares du-
rante el periodo de deprivacion de flujo sanguineo pueden ser revertidos, y el volumen de células tisulares vuelve
al normal. Los sustratos de energia quimica comprenden desde 0.01% hasta 90% en volumen de la combinacién
nueva de suplementos que son afiadidos a la disolucién bdsica que forma la disolucién de resucitacion del presente
invento.

Una tercera categoria de componentes, factores tréficos, comprende una combinacién de componentes en una
cantidad fisiolégicamente eficaz que proporciona un medio para promover uno o mds procesos de reparacion celu-
lar para restablecer la funcién celular perdida durante el periodo de deprivaciéon de flujo sanguineo. La combina-
cién de factores tréficos proporciona un medio para promover la sintesis proteica que conduce al restablecimiento
de uniones celulares mas fuertes y la regeneracion de la polaridad de membrana conduciendo asi a la recuperacién
de la funcién celular. Tales factores tréficos afiadidos a la disolucién de resucitacién pueden incluir un concentra-
cion elevada de aminodcidos y magnesio (por ejemplo, 2 a 6 veces la concentracién en plasma tipica), derivados
de 4cidos nucleicos, y ribonucleétidos; y factores de crecimiento con potenciadores de membrana, tales como fac-
tor de crecimiento de fibroblastos dcido (FGF), FGF basico, heparina y condroitin sulfato, y combinaciones de los
mismos. Los factores tréficos comprenden desde 1% hasta 90% en volumen de la combinacién nueva y suplemen-
tos que son afiadidos a, y disueltos en, la disolucién bdsica para formar la disolucién de resucitacién del presente
invento.

Se apreciara por aquellos con experiencia en la técnica que los componentes en una cualquiera o mas de las tres
categorias de componentes pueden tener funciones deseables adicionales para el proceso segtin el presente invento.
Por ejemplo, iones de magnesio (introducidos como parte de un compuestos que lleva magnesio) actiian tanto como
vasodilatadores y como sustrato de energia quimica; y la glucosa acttia tanto como un factor tréfico y como sustrato de
energia quimica. Ademas, en una realizacién preferida, los aminoacidos contenidos en la disolucién de resucitacién
incluyen cistina y cisteina en cantidades que, a parte de funcionar como factores tréficos, funcionan también como
antioxidantes, preferiblemente como eliminadores de radicales libres que eliminan radicales libres toxicos durante las
etapas de lavado y perfusion del proceso. Otros antioxidantes, tales como glutation, ciclodextrina, superéxido dismu-
tasa (SOD), catalasa, clorpromazina, y prostaciclina pueden ser incluidos, o usados como compuestos funcionalmente
equivalentes, en la disolucién de resucitacion del presente invento. Tales antioxidantes comprenden desde 0.000% has-
ta 10% en volumen de la combinacién nueva de suplementos que son afiadidos a, y disueltos en, la disolucién basica
que forma la disolucién de resucitacion del presente invento.

En otra realizacion del presente invento, en el que el tejido a ser resucitado usando la disolucién de resucitacién
segtin el presente invento implica tejido neurolégico (por ejemplo, cerebro), la disolucién de resucitacién puede com-
prender ademds drogas neuroprotectoras tales como agentes de bloqueo del receptor de NMDA (agentes bloqueantes
de los canales i6nicos del receptor de NMDA, por ejemplo, Aptiganel y Cerestat; agentes bloqueantes del sitio de
glicina del receptor NMDA, por ejemplo ZD 9379 y GV 150-562A), agentes bloqueantes de la acumulacién de 6xido
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nitrico (NO) (por ejemplo, lubeluzol), y bloqueantes de canales de sodio para inhibir el influjo de sodio en células que
puede desencadenar la liberacioén de glutamato (por ejemplo, BW619-C89, fosfenitoina).

En otra realizacion del presente invento, mds que introducir el oxigeno molecular via un oxigenador en el proceso,
la disolucién de resucitacion contiene uno o mas compuestos transportadores de oxigenos (“agentes transportadores
de oxigeno”) que funcionan para proporcionar oxigeno molecular para metabolismo oxidativo al érgano dafado is-
quémicamente y lesionado. Tales agentes transportadores de oxigeno son conocidos por aquellos con experiencia en
la técnica e incluyen, pero no se limitan a, hemoglobina, derivados estabilizados de hemoglobina (hechos a partir de
eritrocitos humanos hemolizados tales como hemoglobina piridoxilada), conjugados polioxietilenos (PHP), productos
de hemoglobina recombinante, emulsiones perfluoroquimicas (PFC) y/o microburbujas perfluroquimicas (llamadas
colectivamente “agentes perfluoroquimicos”). Tales agentes transportadores de oxigenos comprenden desde 0,000%
hasta 50% en volumen de una combinacién nueva de suplementos que son afiadidos a, y disueltos en, la disolucién
basica que forman la disolucién de resucitacion del presente invento; o 0,000% hasta 20% de la disolucién de resuci-
tacion total.

Las emulsiones de PFC conocidas por ser utiles como agentes que transportan oxigeno son descritas, por ejem-
plo, en los nimeros de patente norteamericana: 5.403.575, 4.868.318, 4.866.096, 4.865.836, 4.686.024, 4.534.978,
4.443.480, 4.423.077, 4.252.827, 4.187.252, 4.186.253, 4.110.474, y 3.962.439. Tales emulsiones de PFC liquido in-
cluyen bromuro de perfluorooctilo, dibromuro de perfluoroctilo, bromofluorocarbonos, perfluoroéter, Fluosol DA™,
F-44E, 1,2-bisperfluorobutil-etileno, F-4-metil octahidroquinol-idizina, perfluoro aminos de 9 a 12 carbonos, per-
fluorodecalino, perfluoroindano, perfluoro-trimetil biciclo [3,3,1] onano, perfluorometil adamantano, perfluorodimetil
adamantano. Las microburbujas de PFC que pueden ser ttiles, como agentes transportadores de oxigeno, son descritas,
por ejemplo, en la patente norteamericana 5.409.688 y 5.393.524. Las PFCs que son descritas como que son ttiles por
crear tales microburbujas incluyen dodecafluoropentano (DDFP), sulfuro de hexafluoruro, pentano, hexafluoropropile-
no, octafluoropropano, hexafluoretano, octafluor-2-butino, hexafluorbuta-1,3-dieno, isopreno, octafluorociclobutano,
decafluorobutano, cis-2-pentano, dimetil sulfuro, etilarsina, bromoclorofluorometano, trans-2-pentano, 2 cloropropa-
no, hexafluorodisulfato, etilmercaptano, dietiléter, etilviniléter, valileno, trisfluoroarsina, bromuro furfurilo, cloruro de
cis-propileno, fluoruro de butilo, 1,1 dicloroetano, metil isopropil éter, isopropilamina, metilformiato, 2-acetil-furano,
etilenfluoruro, 1-penteno, isopropilacetileno, perfluoropentano, isopentano, éter de vinilo, 2-butino, 1,4-pentadieno,
tetrametil silano, dimetil fosfina, dibromodifluorometano, 2-cloro-propano, difluoroiodometano, acetaldehido, trimetil
borato, 3-metil-2-butano, 1,1 dimetilciclopropano, aminoetano, bromuro de vinilo, disilanometano, triclorofluorome-
tano, bromofluoro-metano, trifluorodicloro-etano, perfluoropentano, y otros fluoruros que contienen hidrocarbonos
(patente norteamericana No. 5.409.688). En un proceso para preparar la disolucién de resucitacidn segin el presente
invento, se aflade a una disolucidn bésica y se disuelve ahi una combinacién original de suplementos que pueden ser
agrupados en al menos 3 categorias de componentes que comprenden vasodilatadores, sustratos de energia quimica y
factores tréficos.

Aunque la composicion de la solucién de resucitacion, para el uso con el proceso segtin el presente invento, puede
variar por componente e intervalos de componentes como se describe anteriormente, una formulacién preferida es
expuesta abajo en la Tabla 1 para propésitos de ilustracién y no limitacién (nétese que un componente que puede
funcionar en més de una de las al menos 3 categorias de componentes es colocado en una categoria inferior, para
propositos de claridad).

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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TABLA 1

Suplementos aiiadidos a la disolucion bdsica
(Las cantidades son miligramos por litro de disolucion bdsica)

Vasodilatadores Cantidad
Arginina 140
Acetilcolina 2
Verapamil 0,2
Prostaciclina 0,06
Magnesio 600
Sustratos de energia quimica

ATP

AMP

UTP 4
Coenzima A

Sifosfopiridin nucledtido 28
FAD

Trifosfopiridin nucledétido monosédico 4
Cocarboxilasa 4
Factores tréficos

FGFs acidos y/o béasicos 200
Pioruvato 220
Glucosa 2.000
Heparina 180
Insulina 10
(derivados de acidos nucleicos)

Desoxiadenosina 40
Desoxiguanosina 40
Desoxicitidina 40
Timidina 40
(Ribonucledtidos)

Adenosina 40
Citidina 40
Guanosina 40
Uridina 40
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La disolucién de resucitacion asi preparada deberia tener una osmolaridad > 330 mOsm pero preferiblemente
menor que 600 mOsm, y en un intervalo preferible de alrededor de 350 Osm hasta alrededor de 400 mOsm. El pH
de la disolucién de resucitacion deberia ser ajustado a un pH dentro de un intervalo de pH de alrededor de 6,5 hasta
alrededor de 7,5 y preferiblemente en un intervalo de pH de 7,3 hasta 7,45.

Como se indica, en otra realizacion la disolucién de resucitacién puede comprender ademds antioxidantes adicio-
nales, y uno o mds agentes que transportan oxigeno como se indica (por litro de disolucién bésica):

Antioxidantes Cantidad
Glutatidn .1lmg
Ciclodextrina 500 mg

Agente transportador de oxigeno

Agente perfluorquimico 20% v/v

Ejemplo 3
Efecto de privacion de sangre

Los experimentos fueron conducidos para mostrar el efecto de la isquemia caliente, causada por deprivar a un
organo de flujo sanguineo durante aproximadamente 30 minutos. Tal isquemia caliente conduce a una deterioracién
rdpida de la integridad celular. La cascada de dafios isquémicos empieza con la pérdida del conjunto compuesto
de adenina, que conduce al edema. La pérdida de la integridad celular y la aparicién del edema da como resultado
el colapso de la integridad vascular y la pérdida de la funcién de permeabilidad normal. En un 6rgano tal como
el rifién, el dafio isquémico causado por deprivar al rifiéon de flujo sanguineo durante tan sélo 30 minutos puede
ser visto como causa de vasoconstricciones profundas. Las vasoconstricciones profundas dan como resultado unos
intervalos de flujo inadecuados que perfunden adecuadamente el rifion. Una resistencia vascular alta, en los vasos
vasoconstrictores, conduce a una deterioracion adicional con anoxia secundaria, por lo que conduce a una pérdida de
capacidad funcional (es decir, falta de produccién de orina). La Tabla 2 ilustra una comparacion de caracteristicas de
perfusion (presidn; caudal; y resistencia vascular) y funcién organica (produccién de orina) en un sistema de modelo
de animal experimental que comprende rifiones de ternera bovina que no han sido deprivados de flujo sanguineo

“normal”), y rifiones de ternera bovina deprivados de flujo sanguineo durante s6lo 30 minutos (“isquémico”). La
resistencia vascular es la media de la presion/media del caudal.

TABLA 2

Parametros Normal Isquémico
Numero de rifiones 25 5
Presidén media 50/30 44/40
Caudal medio > 95 cc/min 12.9 cc/min
Resistencia 0,4 3.26
vascular media
Produccidn de Si no
orina

Ejemplo 4

Los efectos del proceso de resucitacion y de la disolucion

Los experimentos fueron conducidos para mostrar la capacidad del proceso y la disolucién de resucitacion segun
el presente invento para superar, mds que sélo inhibir, los efectos de la isquemia caliente en los 6rganos y ayudar
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en un proceso de reparacion a tal grado que la alteracién de la funcién del 6rgano pueda ser revertida. Los rifiones
fueron obtenidos de terneras bovinas eutanasiadas. A los 30 minutos 6 60 minutos de deprivacién de flujo sanguineo,
los rifiones fueron retirados por incisién en la linea media. No se dio ningtin tratamiento antes de retirar los rifiones,
incluyendo la no administracién de anticoagulantes. Cada rifién testigo experimenté 30 minutos de deprivacién de flujo
sanguineo por lo que sufrié dafios isquémicos durante ese periodo. Los rifiones testigo, después de retirarlos, fueron
enjuagados con 100 cc de un medio de cultivo celular basal a una temperatura de 32°C, de modo que los rifiones fueron
limpiados de la sangre que quedaba en sus respectivos compartimentos vasculares. Cada rifién de ensayo experimentd
60 minutos de deprivacién de flujo sanguineo por lo que sufrié dafios isquémicos durante ese periodo. Los rifiones de
ensayo, después de retirarlos, fueron enjuagados con 100 cc de la disolucién de resucitacién a una temperatura de 32°C.
Después del enjuague, los rifiones respectivos fueron bombeados con un sistema de conservacion de transporte MOX-
100™ modificado. Los rifiones testigo fueron bombeados a 32°C, usando la tecnologia previamente desarrollada para
conservar los érganos usando la tecnologia de conservacidn caliente, usando el medio de cultivo celular basal como un
perfundido. Los rifiones de ensayo fueron bombeados usando el proceso y solucién de resucitacion segun el presente
invento, a 32°C. Una comparacién de las caracteristicas de perfusién (presion; caudal; y resistencia vascular) y la
funcién de los 6rganos (produccién de orina) del grupo de control (30 minutos sin el invento) con el grupo de prueba
(60 minutos con invento) es ilustrada en la Tabla 3.

TABLA 3
Pardmetros 30" sin invento 60’ con invento
Numero de rinones 5 16
Presidén media 44/40 54/25
Caudal medio 12,9 cc/min 97,4 cc/min
Resistencia 3,26 0,47
vascular media
Produccién de | Ninguna si
orina

Los rifiones de ensayo, después de sufrir dafios isquémicos por un periodo de una hora, los cuales fueron después
resucitados con el proceso y la disolucién de resucitacion segtn el presente invento, demostraron las caracteristicas
de perfusion (presion; caudal; y resistencia vascular) y la funcién de los 6rganos (produccién de orina) dentro del
intervalo funcional de los rifiones normales ilustrados en la Tabla 2. De esta manera, es demostrada la capacidad del
proceso y la disolucién de resucitacion segtin el presente invento para superar, mas que sélo inhibir, los efectos de la
isquemia caliente en los 6rganos y apoyar un proceso de reparacion a tal grado que la discapacidad de la funcién del
organo pueda ser revertida.

Ejemplo 5
Efectividad con la variacion de los tiempos de daiio

Los experimentos fueron conducidos para evaluar los efectos del proceso y la disolucion de resucitacion segin el
presente invento en los érganos que han sido privados de flujo sanguineo por unos periodos de tiempo mayores que
1 hora. Los rifiones de ternera bovina fueron retirados de las terneras eutanasiadas en diversos periodos de tiempo de
deprivacién de flujo sanguineo incluyendo 60 minutos, 90 minutos, 2 horas ¢ 4 horas. Ningtn tratamiento fue dado
antes de retirar los rifiones, incluyendo la no administracién de anticoagulantes. Cada rifién fue después enjuagado con
100 cc de la disolucién de resucitacion segun el presente invento a una temperatura de 32°C. En ningtin caso ninguno
de los rifiones se encontr6 que tuviera sangre coagulada en el compartimento vascular. La sangre parece mantenerse
fluida siempre que esté en contacto con el endotelio vascular viable. Después del enjuague, los rifiones respectivos
fueron bombeados durante varias horas usando el proceso y la disolucién de resucitacidn segun el presente invento, a
30°C. Una comparacioén de las caracteristicas de perfusiéon media (presion; caudal; y resistencia vascular) y la funcién
de los drganos (concentracién de creatinina en orina/eliminacién de creatinina; histologia) de los rifiones deprivados
de flujo sanguineo durante 60 minutos (60’), rifiones deprivados de flujo sanguineo durante 90 minutos (90’), rifiones
deprivados de flujo sanguineo durante 2 horas (120’), y rifiones deprivados de flujo sanguineo durante 4 horas (240)
se muestran en la Tabla 4.
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TABLA 4
Parametro 60’ (N=16) [ 90’ (N=5) 120" 240’
(N=5) (N=2)
Presidn (mmHg) 54/25 58/37 55/37 52/40
Caudal (cc/min) | 97, 4 72 68,6 36,5
Resistencia 0,47 0,67 0,73 1,27
vascular
Creatinina 41,8 22,9 18,5 23,5
(mg/dl)
Histologia Bien Bien Bien en | Necrosis
conservada | conservada con| conjunto; | focal
aplastamiento | edema temprana
focal del focal
epitelio

Los resultados mostraron que el proceso y la disolucién de resucitacion segin el presente invento pueden resucitar
un 6rgano dafiado isquémicamente en periodos de tiempo de al menos hasta 4 horas de deprivacion de flujo sanguineo.
Por ejemplo, cuando un rifién, que ha sufrido 60 minutos de dafio isquémico célido, es bombeado durante 2 horas
usando el proceso y la disolucién de resucitacion, las caracteristicas de perfusion son equivalentes a las de los rifiones
normales como se muestra en la Tabla 1. Las evaluaciones histoldgicas soportan los datos funcionales, ya que las
secciones de tejido examinadas muestran que la morfologia y la integridad parecen bien conservadas.

A 90 minutos y 120 minutos de deprivacion de flujo sanguineo, estos rifiones reflejan una incapacidad celular mas
extensa (es decir, presiones diastélicas elevadas y caudales reducidos) que los rifiones deprivados de flujo sanguineo
durante 60 minutos. Sin embargo, a pesar de tal incapacidad celular, estos rifiones producen todavia orina; e histo-
l6gicamente aparecen bien conservados. Ademds, no se detecta necrosis en estos rifiones. Los rifiones privados de
flujo sanguineo durante 4 horas exhibieron flujos reducidos sustancialmente, con una elevacién concomitante en las
presiones diastélicas que incluyen constriccion en los lechos de los microvasos. Sin embargo, es importante sefialar
que estos rifiones exhibian todavia funcién orgdnica. La orina fue producida con una concentracién de creatinina en
orina de 23,5 mg/dL.

Histolégicamente, estos rifiones mostraron los primeros signos de necrosis focal, temprana. Caracteristicas mit6ti-
cas fueron observadas adyacentes a las dreas de la necrosis de tubulos focal, indicando que un proceso reparador activo
parece haber sido iniciado. De este modo, incluso después de 4 horas de deprivacion de flujo sanguineo, se demuestra
la capacidad del proceso y la disolucién de resucitacion segin el presente invento para superar, mas que sélo inhibir,
los efectos de la isquemia caliente en los 6rganos y apoyar un proceso de reparacion a tal grado que la discapacidad
de la funcién del érgano pueda ser revertida.

Es importante notar que los rifiones testigo (sin tratamiento con el proceso y la disolucién de resucitacion segin
el presente invento) fueron evaluados histolégicamente después de bien 2 6 4 horas de deprivacién de flujo sangui-
neo para determinar el beneficio relativo del proceso y la disolucién de resucitaciéon. La evaluacién histolégica de
los rifiones testigo que sufrieron 2 horas de isquemia caliente mostrd necrosis tubular difusa temprana. A 4 horas
de dafio de isquemia caliente, los rifiones testigo mostraron una descomposicién difusa de las células tubulares. En
contraste, en los rifiones sufriendo 2 horas de isquemia caliente, y luego tratados con el proceso y la disolucién de
resucitacion segtn el presente invento, mostraron integridad celular reestablecida. Ademads, los rifiones que sufrieron
4 horas de isquemia caliente, y luego fueron tratados con el proceso y la disolucion de resucitacion segin el presente
invento, s6lo mostraron necrosis tubular focal, como se compara con el dafio tubular extendido en los rifiones tes-
tigo. Las evaluaciones histoldgicas apoyan ademads la eficacia sustancial del proceso y la disolucién de resucitacién
seglin el presente invento en invertir la cascada de los eventos de isquemia cdlida después de la deprivacion de flujo
sanguineo.
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Ejemplo 6
Funcion in vivo de un organo resucitado
A Alotransplante

Un 6rgano resucitado usando el proceso y la disolucién de resucitacién segun el presente invento fue evaluado en
lo que se refiere a una funcién in vivo subsiguiente a la resucitacién. Un alotransplante canino fue realizado dejando
un periodo de deprivacién de flujo sanguineo de 60 minutos postmortem, retirando un rifion de un donante canino;
enjuagando el érgano con la disolucién de resucitacion segun el presente invento; y perfundiendo el érgano durante 2
horas, usando el proceso y la disolucién de resucitacion segin el presente invento, entre 30 y 32°C. Siguiendo el proce-
so de resucitacion, el rifién fue luego autotransplantado a un receptor canino con una nefrectomia bilateral simultdnea
de los rifiones del receptor. Por tanto, el receptor canino fue dependiente del rifién resucitado para sobrevivir. El curso
postransplante del receptor canino se muestra en las Figs. 2 y 3.

El rifién reperfundié bien y produjo orina dentro de las dos horas después del transplante. El rifién continué pro-
duciendo orina a lo largo del periodo postransplante observado. Como se muestra en la Fig. 2, el receptor experimentd
un ligero aumento en creatinina sérica a un nivel por encima de 2 mg/dl a las 24 horas después del transplante. La
creatinina sérica volvid a un intervalo normal dentro de las 48 horas postransplante. Los pardmetros quimicos del
suero permanecieron normales hasta el décimo dia postransplante, cuando tuvo lugar un agudo rechazo del 6rgano (un
régimen de inmunosupresion insuficiente fue administrado al receptor canino). Como se muestra en la Fig. 3, el valor
de creatinina en orina aumenté rdpidamente y estuvo dentro de un intervalo normal de aproximadamente 70 mg/dl
dentro de las 48 horas postransplante. Este leve episodio de necrosis tubular aguda (ATN) que ocurrié inicialmente,
fue rdpidamente invertido dentro de las 48 horas postransplante. La naturaleza reversible de la necrosis tubular aguda,
junto con la capacidad del rifién transplantado de soportar la supervivencia continuada del receptor, demostré la via-
bilidad y la funcién in vivo del érgano transplantado que habia sufrido mas de 60 minutos de isquemia caliente. Asi
pues, un 6rgano resucitado usando el proceso y la disolucién de resucitacion segun el presente invento puede funcionar
in vivo subsiguiente a la resucitacion.

B Autrotransplante

En otra realizacién, un 6rgano resucitado usando el proceso y la disolucién de resucitacién segiin el presente
invento fue evaluado en lo que se refiere a una funcién in vivo subsiguiente a la resucitacién. Usando dos perros,
se realiz6é un auto transplante canino retirando los rifiones izquierdos, que fueron luego dafiados mediante isquemia
caliente en un bafo salino a 37°C durante 2 horas. Siguiendo el periodo de isquemia caliente, los rifiones fueron
encanulados y enjuagados con la disolucién de resucitacion segin el presente invento; y perfundidos durante 2 horas,
usando el proceso y la disolucién de resucitacién segun el presente invento, entre 30 y 32°C. Siguiendo el proceso
de resucitacion, los rifiones fueron auto transplantados con una nefrectomia simultidnea del rifién contralateral no
tratado. Por tanto, cada perro receptor fue unicamente dependiente del rifion resucitado para su supervivencia. El
curso postransplante de los perros receptores se muestra en las Figs. 4 y 5.

El rifién reperfundié bien y produjo orina a las pocas horas del transplante. Los rifiones continuaron a producir
orina a lo largo del periodo postransplante observado. Como se muestra en la Fig. 4, ambos perros experimentaron
un ligero aumento en creatinina sérica consistente con ATN. En cada caso, un valor pico de creatinina sérica tuvo
lugar al tercer dia postransplante con valores de 3,5 mg/dl y 2,8 mg/dl, respectivamente. Sin embargo, los niveles de
creatinina sérica volvieron a un intervalo normal dentro del décimo dia postransplante. Los pardmetros quimicos del
suero permanecieron normales durante el resto del periodo postransplante observado. Como se muestra en la Fig. 5, el
valor de creatinina en orina aumento6 rapidamente y estuvo dentro de un intervalo normal varios dias antes de la nor-
malizacion de los pardmetros quimicos en suero. Tras la eutanasia, los hallazgos histoldgicos revelaron esencialmente
riflones normales. Estos hallazgos son indicativos de la regeneracién del epitelio tubular. La naturaleza reversible de
la necrosis tubular aguda, junto con la capacidad del rifién transplantado de soportar la supervivencia continuada del
receptor, demostré la viabilidad y la funcién in vivo del 6rgano transplantado que habia sufrido mas de 2 horas de
isquemia caliente. Asi pues, un 6rgano resucitado usando el proceso y la disolucion de resucitacién segin el presente
invento puede funcionar in vivo subsiguiente a la resucitacion.

Ejemplo 7
Comparacion con las disoluciones de conservacion conocidas

Los 6rganos fueron resucitados usando o bien el proceso y la disolucién de resucitacidn segun el presente invento, o
una disolucién de conservacién conocida en la técnica (o bien un medio de cultivo basal RSM-210™, 0 VIASPAN™),
y luego comparado en lo que se refiere a funcién e histologia. Cada grupo de rifiones que sufrieron 60 minutos de
deprivacién de flujo sanguineo fue enjuagado a 32°C usando la disolucién respectiva, y luego perfundida durante
2 horas con la disolucién respectiva: VIASPAN™ a 4°C; o RSM-210™ o la disolucién de resucitacién segin el
presente invento a 30-32°C, usando el mismo proceso para la resucitaciéon. Una comparacién de las caracteristicas de
la perfusién media (presion; flujo; y resistencia vascular) y la funcién orgdnica (concentracion de creatinina en orina;
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histologfa) de los rifiones deprivados de flujo sanguineo durante 60 minutos y tratados con la disolucién respectiva se
muestra en la Tabla 5.

TABLA 5
Parametro Disolucidén de | RSM-210™ ViaSpan™
resucitacioén
Presidn 54/25 44/40 54/46
(mmHg)
caudal 97,4 12,9 27
(cc/min)
Resistencia 0,47 3,25 1,8
vascular
Creatinina 41,8 No orina No orina
(mg/d1)
Histologia Bien Bien Inflamacidén de
conservada conservada los glomérulos,
necrosis tubu-
lar temprana

Los resultados mostrados en la Tabla 5 demuestran que la disolucidn de resucitacion segin el presente invento tiene
una capacidad superior, comparada con la de RSM-210™ y VIASPAN™., para restaurar las caracteristicas vascula-
res, asi como la funcién en los 6rganos isquémicamente dafiados. Por ejemplo, los rifiones enjuagados y perfundidos
usando la disolucién de resucitacion segin el presente invento en el proceso de resucitacién deseado mostré vasocons-
triccion reducida, y flujos més altos comparados con los enjuagados y perfundidos con RSM-210™ y VIASPAN™,
Similarmente, los rifiones enjuagados y perfundidos usando la disolucién de resucitacién segtin el presente invento
fueron los tnicos rifiones en los que la funcién del érgano fue restablecida, dando como resultado una produccién de
orina con secrecién concordante de creatinina.

Histolégicamente, s6lo los rifiones enjuagados y perfundidos usando la disolucién de resucitacién segin el pre-
sente invento o con RSM-210™, fueron restaurados y conservados suficientemente como se indicé por la arquitectura
renal bien conservada. En contraste, estos rifiones enjuagados y perfundidos con la disolucién VIASPAN™ demos-
traron evidencia de dafios histolégicos incluyendo inflamacién de los glomérulos y necrosis tubular. Demostrada es la
capacidad superior, como se comparé con las disoluciones de conservacién conocidas por aquellos con experiencia en
la técnica, del proceso y la disolucidn de resucitacion segun el presente invento para superar los efectos de la isquemia
célida en los 6rganos, y soportar un proceso de reparacién al grado que la incapacidad de la funcién del 6rgano pueda
ser revertida.

Ejemplo 8
Distribucion de oxigeno en el proceso de resucitacion

Como se discutid en detalle anteriormente, una realizacién del presente invento es la de incluir como componente
en la formulacién de la disolucién de resucitacién uno o mas agentes que transportan oxigeno. Se evaluaron los efectos
de diversos agentes que transportan oxigeno como un componente en la disolucién de resucitacién, y su papel relativo
de distribucién de oxigeno molecular; y la capacidad del proceso y la disolucién de resucitacion segtin el presente
invento para soportar el metabolismo oxidativo en curso. La disolucién de resucitacién no complementada con un
agente que transporta oxigeno (en la Tabla 6,aparece como “RS”), la disolucién de resucitacion complementada con
células de globulos rojos lavadas (en la Tabla 6, aparece como “RS-RBC”; 15% v/v), la disolucién de resucitacién
complementada con hemoglobina purificada (en la Tabla 6, aparece como “RS-Hgb”’; 60 cc/litro de una preparacién
comercial), y la disolucién de resucitacion complementada con emulsién perfluoroquimica (en la Tabla 6, aparece
como “RS-Pf’; 20% v/v) fueron usadas cada una para resucitar rifiones que sufrieron desde 60 minutos de esquemia
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caliente. Cada grupo de rifiones que sufrieron desde 60 minutos de deprivacién de flujo sanguineo fueron enjuagados
a 30 hasta 32°C usando la disolucién respectiva, y luego perfundidos a 30 hasta 32°C durante 2 horas con la disolucién
respectiva usando el mismo proceso para la resucitaciéon. Una comparacién de las caracteristicas de perfusion media
(presidn; caudal; y resistencia vascular) y de la funcién orgénica (orina, concentracion de creatinina; histologia) de los
riflones deprivados de flujo sanguineo durante 60 minutos y tratados con la disolucién respectiva se muestra en la tabla
6.

TABLA 6
Disolucidn | Presidn | Caudal Resistencia | Creatinina | Histologia
(mmHg) (cc/min) | vascular
RS 54/38 92.3 0,50 8,4 Bien
conservada
RS-RBC 56/36 98,2 0,58 8,3 Bien
conservada
RS-Hgb 58/42 66,67 0,75 18 Bien
conservada
RS-Pf 54/25 97,4 0,47 41,8 Bien
conservada

Los resultados mostrados en la Tabla 6 demuestran que seglin aumenta la concentracion del oxigeno molecu-
lar en la disolucién de resucitacion, via un agente transportador de oxigeno mas eficaz como un componente en la
disolucién de resucitacidn, la funcién orgédnica es mejorada como resultado del proceso de resucitacién. Por ejem-
plo, los agentes perfluoroquimicos transportadores de oxigeno eficaces o hemoglobina purificada dan como resultado
una concentracion mds alta de oxigeno molecular distribuido durante el proceso. La funcién de los rifiones trata-
dos con la disolucién de resucitacién que contiene o bien estos agentes de transporte es mejorada por encima de
la de los rifiones tratados con disolucién de resucitacién que carecen de un agente que transporta oxigeno afiadido,
0 que contienen un agente que transporta oxigeno menos eficaz. Por ejemplo, usando la disolucion de resucitacién
con bien hemoglobina purificada o bien agentes perfluorquimicos segtin el presente invento dio como resultado una
concentracion de creatinina de orina media de 18 mg/dl y 41,8 mg/dl, respectivamente. En contraste, cuando un
oxigenador no es usado en el proceso de resucitacion y la disolucidn de resucitacién carece de un agente que trans-
porta oxigeno, o contiene una concentracién baja de células de glébulos rojos lavadas, la creatinina urinaria media
es de 8,4 mg/dl y 8,3 mg/dl, respectivamente. Demostrada es otra realizacién de la disolucién de resucitacion en
la que, por adicién de uno o mds agentes que transportan oxigeno eficaz como un componente en la disolucién, la
funcién orgdnica mejorada se nota en un 6rgano danado isquémicamente tratado mediante el proceso del presente
mvento.

Ejemplo 9

El proceso y la disolucién de resucitacién segun el presente invento pueden ser usados para superar los efectos
de la isquemia caliente en el higado deprivado de flujo sanguineo, y soportar un proceso de reparacién a tal grado
que el dafio de la funcién del higado puede ser invertido. Mientras la duracién del tiempo necesario para la perfusién
puede depender de la duracién del tiempo de la privacién de flujo sanguineo, el tratamiento de un higado dafiado
isquémicamente con el proceso (enjuague y perfusion) segun el presente invento durante aproximadamente 2 horas
podria ser suficiente en la resucitacién de la mayoria de los higados (por ejemplo, deprivados de flujo sanguineo durante
alrededor de entre 0,5 y 4 horas) para la reanudacion de la funcién orgénica. En general la funcién del higado, asi como
los aspectos individuales de la fisiologia del higado, pueden ser determinados por la medicién de las concentraciones de
los constituyentes en tanto el perfundido circulado como el producto del higado (bilis). Las caracteristicas funcionales
del higado pueden ser evaluadas por medicion de los pardmetros que incluyen, pero no se limitan a, concentraciones de
bilis de sales de bilis, colesterol, fosfatasa alcalina; pH de la bilis; y caudal vascular del higado, consumo de oxigeno,
y utilizacién de glucosa (medida a partir de la perfusion). Asi, de acuerdo con el proceso y las disoluciones como se
ilustran en los Ejemplos 1 y 2, el higado isquémicamente dafiado podria ser tratado y luego eventualmente evaluado
en lo que se refiere a la funcién metabdlica.
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Ejemplo 10

El proceso y la disolucién de resucitacidn segin el presente invento pueden ser usados para superar los efectos de
la isquemia caliente en el pancreas deprivado de flujo sanguineo, y soportar un proceso de reparacion a tal grado que el
dafio de la funcién del pancreas puede ser invertido. Mientras la duracion del tiempo necesario para la perfusion puede
depender de la duracién del tiempo de la deprivacién de flujo sanguineo, el tratamiento de un pancreas isquémicamen-
te dafiado con el proceso (enjuague y perfusion) segin el presente invento durante aproximadamente 2 horas podria
ser suficiente en la resucitacién de la mayoria de los pancreas (por ejemplo, deprivados de flujo sanguineo durante
alrededor de entre 0,5 y 4 horas) para la reanudacion de la funcién orgdnica. En general la funcién del pancreas, asi
como los aspectos individuales de la fisiologia del pancreas, pueden ser determinados por la medicién de las concen-
traciones de los constituyentes tanto en el perfundido circulado como en el pancreas. Las caracteristicas funcionales
del pancreas incluyen concentraciones de enzimas pancredticas tales como amilasa, lipasa; la hormona de insulina;
pH de la secrecidn pancredtica, sodio y potasio; y caudal vascular del pancreas, consumo de oxigeno, y utilizacién de
glucosa (como se mide de los perfundidos). Asi, de acuerdo con el proceso y las disoluciones como se ilustra en los
Ejemplos 1y 2, el pancreas isquémicamente dafiado podria ser tratado y luego eventualmente evaluado en lo que se
refiere a la funcién metabdlica.

Ejemplo 11

El proceso y la disolucién de resucitacion segin el presente invento pueden ser usados para superar los efectos de
la isquemia caliente en un corazon deprivado de flujo sanguineo, y soportar un proceso de reparacion a tal grado que el
dafio de la funcién del corazén puede ser invertido. Mientras la duracién del tiempo necesario para la perfusion puede
depender de la duracion del tiempo de la deprivacion de flujo sanguineo, el tratamiento de un corazén isquémicamen-
te dafiado con el proceso (enjuague y perfusion) segin el presente invento durante aproximadamente 2 horas podria
ser suficiente en la resucitacion de la mayoria de los corazones (por ejemplo, deprivados de flujo sanguineo durante
alrededor de entre 0,5 y 4 horas) para la reanudacién de la funcién orgénica. En general la funcién cardiaca, asi como
los aspectos individuales de la fisiologia del corazén, pueden ser determinados por la medicion de las concentraciones
de los constituyentes tanto en el perfundido circulado como en el corazén. Las caracteristicas funcionales del corazén
pueden ser evaluadas por medicién de los pardmetros que incluyen, pero no limitados a, trabajo eléctrico y mecénico,
enzimas de corazén tales como las transaminasas (aspartato aminotransferasa, AST), lactato deshidrogenasa (LD),
aldolasa de la fructosa 1,6 difosfato (ALS), malato deshidrogenasa (MD), glutation reductasa (GR), creatina fosfoqui-
nasa (CPK), hidroxibutirato deshidrogenasa (HBD); caudal vascular del corazén, consumo de oxigeno, y utilizacién
de glucosa (como se mide de los perfundidos). Asi, de acuerdo con el proceso y las disoluciones como se ilustra en
los Ejemplos 1 y 2, el corazén isquémicamente dafiado podria ser tratado y luego eventualmente evaluado en lo que se
refiere a la funcién metabdlica.

Ejemplo 12

El proceso y la disolucién de resucitacion segtin el presente invento pueden ser usados para superar los efectos de
la isquemia caliente en un intestino delgado deprivado de flujo sanguineo, y soportar un proceso de reparacién a tal
grado que el dafio de la funcién del intestino delgado puede ser invertido. Mientras la duracién del tiempo necesario
para la perfusién puede depender de la duracién del tiempo de la deprivacién de flujo sanguineo, el tratamiento de
un intestino delgado isquémicamente dafado con el proceso (enjuague y perfusién) segiin el presente invento durante
aproximadamente 2 horas podria ser suficiente en la resucitaciéon de la mayoria de los intestinos delgados (por ejemplo,
deprivados de flujo sanguineo durante alrededor de entre 0,5 y 4 horas) para la reanudacién de la funcién organica.
En general la funcién intestinal, asi como los aspectos individuales de la fisiologia del intestino delgado, pueden
ser determinados por la medicién de las concentraciones de los constituyentes en ambos perfundidos circulados y
el intestino delgado. Las caracteristicas funcionales del intestino delgado pueden ser evaluadas por medicién de los
pardmetros que incluyen, pero se limitan a, ensayos funcionales tales como ensayos de estimulacién de 4cidos géstricos
y ensayos de absorcidon usando moléculas trazadoras, caudal vascular del intestino delgado, consumo de oxigeno, y
utilizacion de glucosa (como se mide de los perfundidos). Asi, de acuerdo con el proceso y las disoluciones como
se ilustra en los Ejemplos 1 y 2, el intestino delgado isquémicamente dafiado podria ser tratado y luego evaluado
potencialmente para la funcién metabdlica.

Ejemplo 13

El proceso y la disolucidn de resucitacidn segtn el presente invento pueden ser usados para superar los efectos de
la isquemia caliente en un pulmén deprivado de flujo sanguineo, y soportar un proceso de reparacién a tal grado que
el dafio de la funcién del pulmén puede ser invertido.

Puede ser deseable tratar primero el transplante de pulmén con un tensioactivo justo antes de le perfusion (véase,
por ejemplo, Erasmus y otros, 1996, Am. J. Respir. Crit. Care Med. 153:665-670). Mientras la duracién del tiempo
necesario para la perfusion puede depender de la duracién del tiempo de la deprivacién de flujo sanguineo, el trata-
miento de un pulmén isquémicamente dafiado con el proceso (enjuague y perfusion) segun el presente invento durante
aproximadamente 2 horas podria ser suficiente en la resucitacién de la mayoria de los pulmones (por ejemplo, de-
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privados de flujo sanguineo durante alrededor de entre 0,5 y 4 horas) para la reanudacién de la funcién organica. En
general la funcién pulmonar, asi como los aspectos individuales de la fisiologia del pulmon, pueden ser determinados
por la medicién de las concentraciones de los constituyentes en los perfundidos circulados tales como niveles de la
proteina A tensioactiva (SP-A). Las caracteristicas funcionales del pulmén pueden ser evaluadas por medicién de los
pardmetros que incluyen, pero no se limitan a, FVC (capacidad vital forzada), FEV1 (volumen expiratorio forzado
en 1 segundo), PEFR (pico del caudal expiratorio), VA (volumen alveolar medio), TLC (capacidad pulmonar total),
y DLCO (transferencia por monoéxido de carbono). Asi, de acuerdo con el proceso y las disoluciones como se ilustra
en los Ejemplos 1 y 2, el pulmén isquémicamente dafiado podria ser tratado y luego evaluado potencialmente para la
funcién metabdlica.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para inducir la reparacién de un érgano isquémicamente dafiado a tal grado que la alteracién de la
funcién del 6rgano puede ser revertida, dicho proceso comprende el lavado del érgano a una temperatura de alrededor
de 28°C hasta 37°C con una disolucién fisiolégica tamponada para eliminar la sangre y los productos acidéticos que
se han acumulado en el 6rgano durante la deprivacién de flujo sanguineo; y perfundiendo el érgano a una tempera-
tura de alrededor de 28°C hasta alrededor de 37°C con una disolucién fisiolégica tamponada que comprende ademds
un vasodilatador para dilatar los vasos sanguineos dentro del érgano, factores tréficos para restablecer la integridad
celular y la funcién celular restableciendo de ese modo la funcién del érgano, y al menos un sustrato de energia
quimica seleccionado a partir del grupo que consiste en AMP, UTP, coenzima A, S-nicotinamida adenin dinucleé-
tido (Nad*), B-nicotinamida adenin dinucledtidos fosfato (NADP), flavin adenin dinucleétido (FAD), difosfopiridin
nucleétido, trifosfopiridina nucleétido monosédica y cocarboxilasa, para restablecer el metabolismo oxidativo en el
organo readaptando el 6rgano a un entorno oxigenado.

2. Un proceso segtin la Reivindicacién 1, en el que dicho proceso comprende ademads introducir oxigeno molecular
mediante un modo seleccionado a partir del grupo que consiste en un oxigenador y un agente transportador de oxigeno.

3. Un proceso seglin la reivindicacién 1, en el que la perfusién es realizada usando un dispositivo que comprende
un sistema de bombeo laminar o pulsatil para suministrar la disolucién fisiolégica tamponada, y dicho dispositivo
incluye ademds un medio para proporcionar y controlar la presion y la presion de perfusion, un medio para el control
de la temperatura, y un medio para proporcionar y controlar la introduccién de, y la ventilacién de, gases respirato-
rios, y medios para ensayar o recoger para ensayos la disolucion fisiolégica tamponada, que ha sido ya perfundida a
través del 6rgano para controlar y medir una o mds caracteristicas funcionales tales como el pH, diversas presiones,
caudal, resistencia vascular, constituyentes quimicos, oxigenacién, concentracién del diéxido de carbono, y consumo
de oxigeno.

4. Un proceso segtin la Reivindicacién 3, en el que la perfusién es realizada usando un segundo dispositivo, junto
con el primer dispositivo, para ensayar o recoger para ensayo un producto de un érgano desviado a partir del 6rgano,
en el que la subsiguiente medida de los pardmetros del producto del érgano se refiere a la integridad y funcién del
organo.

5. Una disolucién de resucitacién para inhibir el dafio isquémico, y para inducir la reparacién del dafio isquémico
a tal grado que la alteracion de la funcién del érgano es revertida en un 6rgano deprivado de flujo sanguineo, dicha
disolucién de resucitacién comprende una disolucién fisiolégica tamponada y comprende ademas:

vasodilatadores en una cantidad fisiolégicamente eficaz para dilatar la vasculatura del érgano;

al menos un sustrato de energia quimica seleccionado a partir del grupo que consiste en AMP, UTP, coenzima A,
B-nicotinamida adenin dinucleétido (Nad*), S-nicotinamida adenin dinucleétido fosfato (NADP), flavin adenin dinu-
cledtido (FAD), difosfopiridina nucleétido, trifosfopiridina nucleétido monosddica y cocarboxilasa, en una cantidad
fisiolégicamente eficaz para restablecer el metabolismo oxidativo perdido durante la deprivacién de flujo sanguineo; y

factores tréficos en una cantidad fisiol6gicamente eficaz para promover uno o mas procesos de reparacion celular
para restablecer la funcién celular perdida durante la deprivacién del flujo sanguineo en el érgano.

6. Una disolucién de resucitacion segiin la Reivindicacién 5, en el que los vasodilatadores comprenden una combi-
nacién de componentes seleccionados a partir del grupo que consiste en sustratos para la vasodilatacién mediada por
células endoteliales, sustratos para la vasodilatacién de microvasos, bloqueantes de canales de calcio.

7. Una disolucién de resucitacién segin la Reivindicacién 6, en la que los sustratos para la vasodilatacién mediada
por células endoteliales comprenden acetilcolina y arginina, en la que los sustratos para la vasodilatacion de microvasos
comprende prostaciclina y Mg*, y en la que los bloqueantes de canales de calcio comprenden adenosina y verapamil.

8. Una disolucién de resucitacién segin la Reivindicacién 5, en la que los factores tréficos son seleccionados a
partir del grupo que consiste en aminodcidos, magnesio, derivados de dcidos nucleicos, ribonucledsidos, factor de
crecimiento de fibroblastos dcido (FGF), FGF basico, heparina, condroitin sulfato, y una combinacién de los mismos.

9. Una disolucién de resucitacién segtn la Reivindicacién 5, en la que la disolucién comprende ademds, una
cantidad fisiolégicamente eficaz de un componente seleccionado a partir del grupo que consiste en un antioxidante, un
agente transportado de oxigeno, y una combinacién de los mismos.

10. Una disolucién de resucitacion segiin la Reivindicacién 5, en la que la disolucién comprende ademads, una
cantidad farmacéuticamente eficaz de un formaco neuroprotector.
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