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DESCRIPCION
Solucién protectora para la evitacion de dafios causados por isquemias

El presente invento se refiere a una composicion mejorada de soluciones destinadas a la proteccion de 6rganos, de
manera preferida del corazén, de los pulmones, de los rifiones, del higado, del pancreas y de los sistemas
vasculares, con el fin de poder llevar a cabo unas operaciones quirargicas que eventualmente duran un largo tiempo,
en un dérgano isquémico, no irrigado por la sangre, para la conservacion de los mismos 6rganos para realizar el
trasplante con un dafio para el tejido que ha sido reducido frente al causado por otros procedimientos de
conservacion durante el periodo de tiempo de transporte o respectivamente de almacenamiento, o para la
reperfusion de érganos isquémicos. El presente invento pone a disposicién unas soluciones adecuadas para ello, asi
como unos procedimientos para su produccion segun los requisitos de las normas de GMP (acrénimo de Good
Manufacturing Praxis = buena practica de produccion).

Con la introduccién de la parada cardiaca hipercalémica por Melrose en el afio 1955, los cirujanos cardiacos
estuvieron en situacion de poder llevar a cabo intervenciones complejas en corazones no latentes, vaciados de
sangre. Si bien con las soluciones cardioplégicas de entonces sélo se podia operar durante un periodo de tiempo de
hasta 40 minutos, fueron posibles por primera vez unas reconstrucciones quirurgicas en el caso de malformaciones
cardiacas congénitas, y el empleo de prétesis de valvulas cardiacas. En 1967, Barnard establecié un hito de la
cirugia cardiaca con el trasplante de corazon llevado a cabo por primera vez.

El objetivo de la investigacién ulterior consistié en prolongar la duracion de las operaciones quirdrgicas, que hasta
entonces era limitada, con unas soluciones adecuadas y con unos correspondientes procedimientos de uso. Ya en
los afios sesenta (60), el grupo de trabajo de Bretschneider pudo prolongar considerablemente los periodos de
tiempo de isquemia con unos nuevos conceptos para el mejoramiento de la proteccion del miocardio. Por primera
vez, mediante una privacion de sodio se induce la parada cardiaca y con unos substratos, tales como p.ej. procaina,
acetilcolina y novocaina, se protege a la membrana celular, a fin de contrarrestar la génesis de un edema
intracelular.

En el documento de patente europea 12272 se describe una solucién protectora para el corazon, los rifiones y otros
organos, la cual esta caracterizada por un sistema tamponador constituido sobre la base de histidina + histidina-HCI,
y que contiene ademas iones de sodio, potasio y magnesio, asi como un poliol o un azucar. Con esta solucién
protectora se consigue el periodo de tiempo de isquemia tolerable multiplicado por el factor de 8 con respecto a los
periodos de tiempo de los corazones no tratados. Un mejoramiento adicional de esta solucion se describe en el
documento de patente europea EP 54635, segun el cual, mediante la adicion de un a-cetoglutarato al metabolismo
aerobio, se disminuye la pérdida de ATP durante la perfusién del érgano con la solucién protectora, que dura
aproximadamente de 8 a 10 minutos, por medio del influjo favorable sobre el ciclo del citrato. En los siguientes afios,
la atencion de los profesionales clinicos y fisiélogos se dirigié hacia la fase cronolégica de la terminacion de la
isquemia, que es terminada con el calentamiento del érgano hipotérmico e hipdxico, y con la reperfusiéon con sangre,
y en la que los érganos recuperan su funcidon completa. Ciertos estudios acerca de esto ponen de manifiesto que,
precisamente en la denominada fase de reperfusion transcurren diferentes procesos patofisioldgicos, que son
recopilados con el concepto de dafos causados por reperfusion (dafios I-R). En este caso, se trata sobre todo de
dafios para las células endoteliales, que se interpretan en parte como una causa, y en parte como una
consecuencia, de procesos inflamatorios, y en cuya patogénesis parece corresponder una considerable importancia
a ciertas especies oxigenadas reactivas. En los ultimos afios, ademas, el frio empleado para la protecciéon de los
o6rganos se manifestd como un factor autonomo de dafo; ninguna de las soluciones de conservacion empleadas
actualmente es capaz de ofrecer una proteccion contra este dafo.

El objetivo del presente invento consiste en impedir o respectivamente disminuir los siguientes procesos
patofisiolégicos, que se presentan durante la isquemia y la reperfusion:

dafo causado por isquemia

dafo causado por frio (apoptosis inducida por el frio)
dafos por reperfusion

procesos inflamatorios.

Para esto, en la reivindicacion 1 se indica una solucion protectora de érganos, que sirve para cumplimentar la mision
mencionada. A partir de los mecanismos expuestos del dafio para células y tejidos en los casos de una cardioplegia
y de una conservacion de 6rganos, resulta una serie de requisitos para la composicion de una solucion destinada a
la proteccion de 6rganos. Para la realizacion de estos requisitos, hemos encontrado unas sustancias, que permiten
la concepcion de las nuevas soluciones protectoras de érganos, de acuerdo con la reivindicacion 1, que son activas
efectivamente. La composicidn de la solucion se escoge de tal manera que ella ofrezca una proteccion eficaz contra
todos los componentes dafinos precedentemente mencionados. Por medio de los componentes orientados a los
mecanismos, y que no son téxicos, se pueden disminuir manifiestamente los dafios causados durante una
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conservacion. De esta manera se evita la conocida toxicidad de las soluciones de conservacion utilizadas hasta
ahora, en el caso de un calentamiento (accidental o respectivamente que tiene lugar durante el periodo de tiempo de
anastomosis) del érgano. De esta manera se mejoran la funcionalidad y la viabilidad del correspondiente tejido de un
6rgano y se aumenta la tolerancia frente a una isquemia y a un almacenamiento en frio; con esto se hacen posibles
unos mas largos periodos de tiempo de conservacion del érgano. Este hecho puede prestar también una
contribucion a la logistica, con el fin de mejorar la disponibilidad de 6rganos para el trasplante.

Se ha acreditado como ventajoso el hecho de que se emplee un derivado del acido hidroxamico, en el que el atomo
de hidrogeno situado junto al nitrdgeno del acido hidroxamico esta sustituido con un radical alquilo, arilo o alquil-arilo
con Cq a Cay.

Ademas, se recomienda que, en el derivado de acido hidroxamico, el atomo de hidrogeno que esta situado junto al
carbono del acido hidroxamico, sea sustituido por un radical alquilo, arilo o alquil-arilo con C1 a Cy, pudiendo
contener este sustituyente también heteroatomos y/o grupos hidroxi, amino o metoxi.

También es favorable que los sustituyentes situados junto al nitrégeno del acido hidroxamico se cierren para formar
un anillo con los sustituyentes situados junto al carbono del acido hidroxamico.

Para el invento se recomiendan uno o varios de los compuestos y/o sus sales escogidos entre el conjunto que se
compone de
acido aceto-hidroxamico,
acido aceto-N-metil-hidroxamico,
acido N-bencil-aceto-hidroxamico
acido hexano-hidroxamico,
acido hexano-N-metil-hidroxamico,
acido benzo-hidroxamico,
acido N-metil-benzo-hidroxamico,
acido salicil-hidroxamico,
acido salicil-N-metil-hidroxamico,
acido salicil-N-bencil-hidroxamico,
acido 2-fenil-aceto-hidroxamico,
acido 2-fenil-aceto-N-metil-hidroxamico
acido 3,4-dimetoxi-benzo-hidroxamico
acido 3,4-dimetoxi-N-metil-benzo-hidroxamico
acido 2,3-dimetoxi-N-metil-benzo-hidroxamico
acido 2,4-dimetoxi-N-metil-benzo-hidroxamico
acido 3,5-dimetoxi-N-metil-benzo-hidroxamico
acido 2,4-dihidroxi-benzo-hidroxamico
acido 2,3-dihidroxi-benzo-hidroxamico
acido 3,4-dihidroxi-benzo-hidroxamico
acido 3,4,5-trimetoxi-benzo-hidroxamico
acido 3,4,5-trimetoxi-N-metil-benzo-hidroxamico
acido 4-hidroxi-3-metoxi-benzo-hidroxamico
acido 2-hidroxi-3-metoxi-benzo-hidroxamico
acido 2-hidroxi-5-metoxi-benzo-hidroxamico
2-hidroxi-3-metil-isocarboestirilo
acido 4-cloro-N-metil-benzo-hidroxamico
6-ciclohexil-1-hidroxi-4-metil-2(1H)-piridona.

Ademas, entra en consideracién ventajosamente una adicion de desferroxamina, recomendandose una
concentracion de desferroxamina de hasta aproximadamente 10 mmol/l.

Es recomendable una adicion de un derivado del acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-cromano-2-carboxilico o del
correspondiente éster metilico.

Convenientemente, el tampdn esta constituido sobre la base de N-acetil-histidina, en particular sobre la base de una
histidina acilada en N, eventualmente en combinacién con una base organica adecuada, p.ej. una mezcla de N-glicil-
histidina y del hidrocloruro de N-glicil-histidina o una mezcla de N-acetil-histidina y lisina y/o arginina y/o colina.

Ventajosamente, la solucion tiene un cierto contenido de cationes de lisina y/o de un derivado de lisina, de manera
preferida de unos dipéptidos que contienen lisina, asi como eventualmente un cierto contenido de aniones de un
aspartato.
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Convenientemente, el acido hidroxamico y/o sus derivados estan contenidos en una concentracion de hasta
aproximadamente 10 mmol/l en la solucion.

También es ventajoso el hecho de que el Trolox esté contenido en una concentracion de hasta aproximadamente 10
mmol/l en la solucién.

Ventajosamente, la N-acetil-histidina/el N-acetil-histidina-HCI esta contenida/o en una concentracion de desde
aproximadamente 20 mmol/l hasta aproximadamente 265 mmol/l.

Ademas, se recomienda prever en la solucidon el sodio como electrélito, de manera conveniente en una
concentracion de desde aproximadamente 10 mmol/l hasta aproximadamente 120 mmol/l. Alternativamente o de una
manera complementaria, puede estar contenido el potasio de manera conveniente en una concentracién de desde
aproximadamente 5 mmol/l hasta aproximadamente 25 mmol/l.

Ademas, el magnesio deberia estar contenido de manera conveniente en una concentracion de desde
aproximadamente 3 mmol/l hasta aproximadamente 27 mmol/l.

Finalmente, el calcio esta contenido ventajosamente en una concentracion libre, de manera conveniente, de desde
aproximadamente 0,0001 mmol/l hasta aproximadamente 1,5 mmol/l.

Se han de recomendar especialmente la lisina y/o sus derivados, de manera preferida en la forma de un dipéptido
que contiene lisina, de manera conveniente en una concentracion de hasta aproximadamente 140 mmol/l.

Es ventajoso un contenido de un aspartato en una concentracion de hasta aproximadamente 140 mmol/l en la
solucion.

En el caso de que esté contenido un cloruro en la solucién, se recomienda prever el aspartato en un exceso en
relacion con el cloruro.

De manera conveniente, se ha acreditado también un contenido de un a-cetoglutarato en una concentracion de
desde aproximadamente 1 mmol/l hasta aproximadamente 9 mmol/l.

Ventajosamente, el osmolito esta contenido convenientemente en una concentracién de hasta aproximadamente
140 mmol/l en la solucion.

Para la producciéon de una solucién de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, se recomienda un
procedimiento, en el que, en un exceso de agua, de manera conveniente en aproximadamente un 90 % de la
cantidad requerida de agua, los electrélitos se disuelven mediando agitacion, se afiaden el tampdn y a continuacion
el acido hidroxamico y/o sus derivados, seguidamente se ajusta el valor del pH, se afiaden el o los osmolito(s) y la
solucion se completa con agua hasta llegar al volumen nominal.

Para la obtencion del acido hidroxamico y/o de sus derivados se pueden emplear convenientemente unos alcoholes
inferiores y/o DMF (dimetilformamida) y/o THF (tetrahidrofurano) como disolvente.

El procedimiento se desarrolla de un modo especialmente favorable cuando la reacciéon con un éster de un acido
carboxilico se lleva a cabo de una manera catalizada por una base.

El invento se puede emplear para el alivio o la evitaciéon de los dafios causados por una reperfusion después de un
infarto cardiaco, de una apoplejia, de intervenciones quirdrgicas después de accidentes o por una reperfusion de las
extremidades. Ademas, se recomienda su utilizacion en la terapia de unas enfermedades, que tienen su causa
original en una hiperferremia (p.ej. en la enfermedad de Alzheimer), en un deterioro celular causado por radicales en
general, por radicales de oxigeno o por H20..

Unos compuestos quelantes del hierro pueden servir para la inhibicion del dafio causado por frio dependiente del
hierro o respectivamente de la apoptosis inducida por frio. Como compuestos destinados a la disminucién de estos
dafos para células no se adecua cualquier compuesto formador de complejos. Asi, p.ej. el EDTA, asi como también
la histidina, que esta contenida en el Custodiol, son aqui menos ineficaces, a pesar de que estos ligandos forman
también unos fuertes compuestos complejos con el hierro. El hierro tiene, en vez de esto, que ser fijado de un modo
especial por el ligando, y el ligando tiene que llegar a los compartimentos intracelulares rapidamente y en una
concentracion suficiente.
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Se pudo demostrar que al elemento estructural del acido hidroxamico | o respectivamente I, que esta contenido tres
veces en la desferroxamina, le corresponde una importancia especial como un adecuado elemento estructural o
respectivamente ligando para el hierro.

H {i.l

|

R'—

I ] |

=H+-_._RI

realizandose que R’ significa alquilo, arilo o alquil-arilo de C1 a Cyo, lineal o ramificado, y puede abarcar también
unos heteroatomos y/u otros sustituyentes tales como —OH, -NH;, etc., y que R? significa H y por lo demas puede
tener el mismo significado que R', y realizandose que R’ y R? pueden cerrarse para formar un anillo y/o contener
otros sustituyentes adicionales, tales como p.ej. el del N-6xido de 2-hidroxi-piridina %/ sus derivados, que tan sélo
representan una estructura tautomera distinta de este caso, realizandose que R’ y R® pueden cerrarse para formar
un anillo con enlaces dobles conjugados. Con las sustancias que son pequefias en comparacién con la
desferroxamina vy lipdfilas, se realiza la estrategia de establecer una rapida disponibilidad intracelular de un fuerte
compuesto quelante del hierro.

También unos sencillos acidos hidroxamicos muestran ya un efecto positivo; sin embargo, para conseguir una buena
eficacia es necesaria una determinada relacion de la hidrofilia a la lipofilia. Ademas de esto, se pudo demostrar que
los compuestos, que estan sustituidos con alquilo (R* = alquilo) junto al nitrégeno del acido hidroxamico, son
generalmente mas eficaces que los que estan sin sustituir (R = H). Si R? es un fuerte grupo atractor de electrones
tal como p.ej. — CO — R? (R® tiene el mismo significado que R"), esto conduce a la ineficacia, a pesar de que también
estos compuestos forman todavia facilmente compuestos complejos con hierro, tales como p.ej.:

N-hidroxi-succinimida
3,4-dihidro-3-hidroxi-4-oxo-1,2,3-benzotriazina

La eficacia de dos sustancias ilustrativas se muestra en las Figuras 1y 2.

El acido hidroxamico y/o sus derivados pueden estar contenidos, por lo tanto, en las soluciones conformes al
invento, de manera conveniente en unas concentraciones de hasta aproximadamente 10 mmol/l.

La Fig. 1 muestra la inhibiciéon mediante el acido salicil-N-metil-hidroxamico del dafio causado por frio de células
endoteliales del higado. Unas células endoteliales cultivadas del higado de una rata se incubaron durante 72 h a 4°C
en la solucion de la Universidad de Wisconsin (UW) en condiciones aerobias, en presencia y ausencia de acido
salicil-N-metil-hidroxamico 1 mM, y a continuacién se calentaron otra vez durante 3 h en el medio de cultivo celular
(a 37°C). Como parametro del dafio para las células sirvio la liberacion de la lactato-deshidrogenasa (LDH)
citosalica.

La Fig. 2 muestra la inhibicion del dafio causado por frio de hepatocitos, por medio del acido 3,4-dimetoxi-N-metil-
benzo-hidroxamico. Unos hepatocitos cultivados de una rata se incubaron durante 24 h a 4°C en la solucion de la
Universidad de Wisconsin (UW) en condiciones aerobias, en presencia y ausencia de acido 3,4-dimetoxi-N-metil-
benzo-hidroxamico 1 mM, y a continuacion se calentaron otra vez durante 3 h en el medio de cultivo celular (a 37°C).
Como parametro del dafio para las células sirvio la liberacion de la lactato-deshidrogenasa (LDH) citosdlica.

La desferroxamina es un fuerte compuesto quelante del hierro, que fija al hierro como un ligando hexadentado de
una forma no activa en redox. Ella sirve, por consiguiente, para proporcionar una proteccion optima en el caso de
una prolongada exposicion al frio. La desferroxamina es, no obstante, una molécula hidrdéfila, relativamente grande,
con una capacidad de paso a través de las membranas que es limitada por este motivo. La desferroxamina no llega,
por lo tanto, a todos los compartimentos intracelulares en una concentracion y a una velocidad suficientes, como
para ofrecer una proteccion completa. Ella puede estar contenida en la solucién en una concentracion de manera
preferida de hasta aproximadamente 10 mmol/l.

Otros compuestos, que pueden ser afiadidos convenientemente a la solucién protectora de 6rganos conforme al
invento, se indican en la reivindicacion 3.
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En otra forma de realizacion adicional del invento, a la solucién conforme a las reivindicaciones se le afiade el acido
6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-cromano-2-carboxilico (Trolox) o un derivado de éste. El agente captador de radicales
Trolox, o respectivamente sus derivados, que es/son relativamente hidréfilo/s, pero bien capaz/capaces de pasar a
través de las membranas, es/son afiadido/s a fin de capturar a los radicales que resultan intracelularmente en el
caso del dafio causado por frio y del dafio causado por una reoxigenacion. El derivado de Trolox se presenta en la
solucién conforme al invento de manera conveniente en una concentracion de hasta aproximadamente 10 mmol/l.

Todas las soluciones protectoras de érganos disponen de unas sustancias tamponadoras, que contrarrestan la
inevitable acidosis durante la isquemia. Unos fosfatos o bicarbonatos son en este caso los sistemas tamponadores
inorganicos utilizados en la mayor parte de los casos. Como absolutamente superior en lo que respecta a la
capacidad tamponadora y a la estabilidad del valor del pH se ha acreditado el sistema tamponador organico
histidina/histidina-HCI, empleado en el Custodiol®. Se establecen unas ventajas especiales cuando se usan ciertos
derivados de la histidina, tales como p.ej. la N-acetil-histidina, en lugar del sistema de histidina/histidina-HCI como
sistema tamponador en las soluciones protectoras precedentemente mencionadas, pero también en otras soluciones
protectoras conocidas. La Figura 3 muestra una capacidad tamponadora, mejorada en el factor de 2, de la N-acetil-
histidina en el intervalo fisiolégico, en comparacion con el sistema de histidina/histidina-HCI. Mediante el empleo del
derivado de histidina se evitan también algunos efectos secundarios indeseados de la histidina (la toxicidad, en
particular en el calor pero también en el frio, en el caso de algunos tipos de células, tal como p.ej. en el caso de los
hepatocitos) sin afectar a la buena capacidad tamponadora (véase la Figura 4).

La Fig. 3 muestra las respectivas curvas de neutralizacion del sistema de histidina/histidina-HCI y de N-acetil-
histidina, a partir de las que se establecen las capacidades tamponadoras utiles en la regién del valor del pH
fisioldgico; en el caso de la N-acetil-histidina, ésta es de aproximadamente 60 % y en el caso de la histidina, ésta es
de aproximadamente 30 %, referida a la relacién de la base consumida al substrato.

El sistema tamponador mencionado puede estar contenido en la soluciéon conforme al invento en una concentracion
de aproximadamente 20 mmol/l hasta aproximadamente 265 mmol/l.

La Fig. 4 muestra un ejemplo acerca de la toxicidad de la histidina en condiciones moderadamente calientes y la
disminucion de esta toxicidad por medio de ciertos derivados de histidina. Unos hepatocitos cultivados de rata se
incubaron durante 5 h a 37°C en condiciones aerobias, en presencia y ausencia de L-histidina 198 mM o
respectivamente de N-acetil-histidina 198 mM. Como solucién de base sirvié el tampdn de Krebs-Henseleit (KH), una
solucion salina fisiolégica que se utiliza frecuentemente en cultivos de células; en las soluciones que contienen
(derivados de) histidina, la concentracion de NaCl se redujo en 99 mM, y el valor del pH se ajusté a un pH 7,2
mediante la adicion de HCI o respectivamente de NaOH.

Este perfeccionamiento permite un mantenimiento todavia mejor de las funciones celulares después de una
conservacion.

Uno de los cationes es convenientemente el de sodio. Unas concentraciones relativamente pequefias de sodio son,
por una parte, ventajosas para el desacoplamiento electromecanico junto a la membrana celular (una parada
cardiaca), por otra parte, ellas disminuyen el dafio hipéxico a causa de la evitacion/disminucion de la afluencia de
sodio inducida por la hipoxia. Ademas, permanece mantenida una reserva osmaética para otras sustancias (p.ej. unas
sustancias tamponadoras, véanse mas abajo). También en el caso de una baja concentracién de sodio, es posible
un rapido ajuste de la homeostasis en la fase de reperfusion, puesto que el aumento intersticial de sodio (140 mM)
se efectua rapidamente. Por lo tanto, se recomienda una concentracion de sodio de desde aproximadamente 10
mmol/l hasta aproximadamente 120 mmol/| en la solucién conforme al invento.

Una concentracion de potasio relativamente pequefia, pero que esta situada por encima del valor extracelular
fisiologico, apoya al desacoplamiento electromecanico junto a la membrana celular (una parada cardiaca), pero evita
las desventajas de unas soluciones fuertemente hipercalémicas (con alto contenido de potasio) (las soluciones
fuertemente hipercalémicas inducen una rapida parada cardiaca, pero en la fase de reoxigenacion son también
responsables de unos trastornos del ritmo y de unos dafios causados por reperfusion eventualmente acrecentados;
en la fase de reperfusion, el ajuste de la concentracion intersticial de potasio esta retrasado cronolégicamente, con lo
que en estas soluciones aumenta la cuota de las funciones iniciales retardadas de los 6rganos). Unas soluciones
so6lo ligeramente hipercalémicas poseen ademas la ventaja, de que no es necesaria ninguna separacion por lavado
de la solucion desde el 6rgano que ha de ser trasplantado, antes de la reperfusion (las soluciones pueden
desarrollar, por lo tanto, sus propiedades protectoras hasta el final del periodo de tiempo de isquemia), y disponen
de una alta tolerabilidad sistémica. Por lo tanto, se recomienda una concentracion de potasio de desde
aproximadamente 5 mmol/l hasta aproximadamente 25 mmol/l en la solucién conforme al invento.

Se pretende una concentracion de magnesio manifiestamente aumentada (por encima del valor normal en suero),

puesto que el magnesio, como cofactor de numerosos sistemas enzimaticos glicoliticos, apoya al metabolismo

anaerobio, y, por consiguiente, contribuye a la formacion de ATP también durante la isquemia fria. Ademas, el

magnesio contribuye al mantenimiento de la actividad de la Na'-K'-ATPasa de la membrana plasmatica y
6
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contrarresta de esta manera las modificaciones de la homeostasis iénica. Como antagonista fisiolégico del Ca®*, el
magnesio puede contrarrestar ademas los efectos nocivos de una acumulacion intracelular de calcio. En la fase de
reperfusion es necesaria una elevada agrupacion (en inglés pool) de magnesio a fin de estimular al metabolismo
energético aerobio. Las propiedades vasodilatadoras del magnesio contrarrestan ademas los efectos constrictivos
en el caso de unos dafos por reperfusion. Por lo tanto, se recomienda una concentracion de magnesio de desde
aproximadamente 3 mmol/l hasta aproximadamente 27 mmol/l en la solucién conforme al invento.

En condiciones isquémicas (y en la acidosis intracelular y la perturbacion de la homeostasis del sodio, que estan
vinculadas con ellas), existe el riesgo de un aumento de la concentracién citosdlica de calcio. Esto conduce al
aumento de unas actividades indeseadas, p.ej. una estimulacion de proteasas y fosfolipasas, y va acompafada, en
el caso del corazon, por una hipercontractura con un alto consumo de ATP. Las funciones fisioldgicas del calcio, por
consiguiente, deben de ser reprimidas amplisimamente durante la isquemia, por lo que la concentracién de calcio en
la solucién deberia fluctuar en el intervalo de las concentraciones citoplasmaticas. Por lo tanto, se recomienda una
concentracion de calcio libre de desde aproximadamente 0,0001 mmol/l hasta aproximadamente 1,5 mmol/l en la
solucion conforme al invento.

Se puede hacer uso de los aminoacidos basicos lisina y arginina o respectivamente de sus derivados en forma de
dipéptidos con glicina (Lys-Gly, Gly-Lys o respectivamente Arg-Gly, Gly-Arg) para la provision de los equivalentes de
bases que falten, puesto que la concentracion y la relacion de los cationes de sodio, potasio, magnesio y calcio,
estan preestablecidas debido a los motivos ya descritos,. La concentracién de lisina y/o de los derivados de lisina o
respectivamente de arginina y/o de los derivados de arginina en la solucién conforme al invento puede ser en cada
caso de hasta aproximadamente 140 mmol/l.

El anidon extracelular fisioldgico de cloruro se emplea en una concentracion manifiestamente disminuida en
comparacion con los valores fisiolégicos, a fin de disminuir los trastornos de la homeostasis i6nica durante la
isquemia fria. Esto es valido en particular para una afluencia inducida por la hipoxia, de cationes tales como los de
sodio. Por motivos de la neutralidad eléctrica, esta afluencia es dependiente de la afluencia paralela de aniones, de
manera preferida de los de cloruro. Ciertas menciones de diferentes autores permiten sacar la conclusion de que
unas altas concentraciones de cloruro favorecen la magnitud de un edema intracelular. Por ello, se recomienda
mantener una concentracion de cloruro en la solucién conforme al invento que esté lo mas ampliamente que sea
posible por debajo del nivel fisioldgico, llegando hasta como maximo 90 mmol/l. Junto al de cloruro, se puede afadir
también uno de lactobionato como anién impermeable, en una concentracion de hasta aproximadamente 140
mmol/I.

Las concentraciones de aniones, que se emplean en las soluciones protectoras de 6érganos, resultan por lo general a
partir de la eleccion de los cationes y del tampén (in)organico utilizado. La utilizacién de aniones impermeables, tales
como p.ej. los de un lactobionato, debe de contrarrestar la génesis de un edema intracelular. Un aspartato constituye
una sobresaliente alternativa, especialmente porque con la utilizacion de un aspartato se pueden perseguir varios
objetivos.

a) Un aspartato, como equivalente de acido, reemplaza al desventajoso cloruro.

b) El acido aspartico apoya activamente al intercambio de sustancias junto a las membranas y acelera el
restablecimiento de la homeostasis.

¢) Un aspartato, en unién con un a-cetoglutarato, favorecen al metabolismo energético aerobio en la fase
critica de la reperfusion o respectivamente de la reoxigenacién del 6rgano, y acelera sus funciones iniciales.

En particular, en la fase de reoxigenacion, cuando, con un calentamiento creciente del 6rgano, aumenta
considerablemente el consumo de energia, es necesario forzar la puesta a disposicion de energia, puesto que un
defecto de ATP precisamente en esta fase de calentamiento perjudicaria considerablemente a la funcionalidad del
o6rgano y aumentaria la magnitud de un dafio causado por reperfusion. Se recomienda una concentracién de
aspartato de hasta aproximadamente 140 mmol/l en la solucién conforme al invento. Convenientemente, en la
solucion conforme al invento, un aspartato esta presente en un exceso en relacion con un cloruro.

El aminoacido glicina se emplea en una concentraciéon milimolar mas alta, puesto que la glicina impide, en estas
concentraciones, la afluencia de sodio inducida por la hipoxia mediante una estabilizacién de la membrana
plasmatica (evitacién de un intercambio de sustancias orientado por difusiéon) y ademas inhibe la activacion de
macroéfagos. Es recomendable una concentracion de glicina de hasta aproximadamente 30 mmol/l en la solucion
conforme al invento.

También durante la isquemia fria, el consumo de energia del correspondiente 6rgano no es insignificante, por lo que,
para el apoyo, se han de afiadir a la solucién unos substratos que proporcionen energia o unas sustancias que
favorezcan el metabolismo energético. En este caso se persiguen diferentes conceptos (véanse también el
aspartato, véase mas arriba, y el a-cetoglutarato, véase mas abajo), uno de ellos es la adicion de glucosa.
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Una concentracion fisiolégica de glucosa en la solucion permite también a las células que, debido a unas reservas
comparativamente escasas de glicdgeno, estan necesitadas de una oferta exdgena de glucosa, tales como p.egj. las
células endoteliales, la obtencién de energia a través de una glicdlisis anaerobia durante la isquemia. La
concentracion de glucosa se escoge, no obstante, de tal manera que se evite una asimilacion excesiva de glucosa
por parte de otras células, en particular por los hepatocitos (lo que constituia un problema en el caso de anteriores
soluciones de conservacion, con unas concentraciones extremadamente altas de glucosa). Por ello, las soluciones
conformes al invento pueden contener hasta 10 mmol/l de glucosa. Un a-cetoglutarato sirve, en comin con un
aspartato, para apoyar al metabolismo en/después de unas condiciones hipoxicas. De manera conveniente, se
escoge una concentracion de desde aproximadamente 1 mmol/l hasta aproximadamente 9 mmol/l.

La adicidn de sustancias osméticamente eficaces es requerida en la medida en que ella es necesaria para alcanzar
la presion osmotica fisioldgica requerida, de aproximadamente 300 mosm/l. Por lo general, para esto se utilizan
polioles / azucares (p.ej. manitol, rafinosa, sacarosa) o también ciertas sustancias de alto peso molecular (p.ej. HES
(hidroxietil-almidones), dextrano). Las citadas en ultimo lugar no se han acreditado para algunos 6rganos, puesto
que las desventajas de la alta viscosidad producida con los HES y el dextrano pueden perjudicar a la calidad de la
proteccion.

Viscosidad a 4°C:

Custodiol® 1,8 cP

Solucién de UW 4,8 cP

Como osmolitos han de pasar a emplearse, segun sea el érgano, manitol, xilitol, sorbitol, sacarosa o rafinosa. La
concentracion del osmolito es convenientemente de hasta 140 mmol/l en la solucién conforme al invento.

Para una evitacion de un edema intersticial, en algunos 6rganos / tejidos es ventajosa la adicion de una sustancia
eficaz por osmosis coloidal, p.ej. una mezcla de dextrano-40 y de dextrano 70. Esto es valido en grado especial para
la proteccion de los pulmones y del pancreas.

Para la congelacién de células y tejidos es ventajosa ademas la adicion de agentes crioprotectores adicionales, tales
como p.ej. el dimetil-sulféxido (DMSO).

La Fig. 5 muestra el deterioro celular de hepatocitos causado por el peréxido de hidrégeno y su proteccion con
diferentes acidos hidroxamicos, y ciertamente corresponden:

La curva 1) a N4 + H,O» 20 mM/|

La curva 2) a N4 + H>O, 20 mM/I + acido 4-cloro-N-metil-benzo-hidroxamico 1 mM/I

La curva 3) a N4 + H>O, 20 mM/I + 2-hidroxi-3-metil-isocarboestirilo 1 mM/I

La curva 4) a N4 + H>O, 20 mM/I + acido 3,4,5-trimetoxi-N-metil-benzo-hidroxamico 1 mM/I
La curva 5) a N4 + H>O, 20 mM/I + acido 3,4-dimetoxi-N-metil- hidroxamico 1 mM/,

significando N4 la solucién de acuerdo con el Ejempilo Il, pero sin Trolox ni el derivado de acido hidroxamico.

La Fig. 6 muestra la inhibicion del dafo causado por frio de los hepatocitos por medio de la nueva solucion de
conservacion. Unos hepatocitos cultivados de rata se incubaron durante 24 h a 4°C en una solucién conforme al
invento con N-acetil-histidina como tampon y mediando una adicion de Trolox, 1 mM/, y del derivado de acido
hidroxamico acido veratril-N-metil-hidroxamico, 0,5 mM/l, y, como comparacion, en un tampoén de Krebs-Henseleit
(KH). La incubacion fria se efectud en condiciones aerobias; después de 24 h, las células se calentaron otra vez a
37°C para la simulacion de una reperfusion en el medio de cultivo de células. Como indicador de un dafo para las
células sirvid la liberacion de la lactato-deshidrogenasa (LDH) citosolica.
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Ejemplos

En lo sucesivo, se exponen unos Ejemplos de soluciones, que corresponden a los requisitos planteados al alcance
de la proteccion que aqui se reivindica..

Ejemplo I:
mmol/l
Na(+) 25
K(+) 15
Mg(++) 10
Ca(++) 0,1
Cl(-) 25
Aspartato(-) 33
Ac-N-His 60
Ac-N-His(-) 60
Lisina-H(+) 60
Glicina 10
Triptéfano 2
Acido veratril-N-metil-hidroxamico 2
Trolox 2
Cetoglutarato(-) 2
Acido N-metil-salicil-hidroxamico 2
pH 7,2
Osmolaridad 310
Ejemplo II:
mmol/l
Na(+) 15
K(+) 10
Mg(++) 8
Ca(++) 0,015
Cl(-) 0,03
Aspartato(-) 38
Ac-N-His 60
Ac-N-His(-) 60
Lisina-H(+) 60
Glicina 10
Triptéfano 2
Acido 2,3-dimetoxi-N-metil-benzo-hidroxamico 2
Trolox 2
Cetoglutarato(-) 3
Acido N-metil-salicil-hidroxamico 2
Manitol 30
pH 7,2
Osmolaridad 310
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Ejemplo lIl:

Ejemplo IV:

Ejemplo V:
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mmol/l
Na(+) 15
K(+) 10
Mg(++) 16
Ca(++) 0,04
Cl(-) 0,03
Aspartato(-) 54
Ac-N-His 60
Ac-N-His(-) 60
Lisina-H(+) 60
Glicina 6
Triptéfano 2
Acido 2,3-dimetoxi-benzo-hidroxamico 1
Trolox-OCHs 2
Cetoglutarato(-) 3
2-Hidroxi-3-metil-isocarboestirilo 1
Manitol 20
pH 7,2
Osmolaridad 310

mmol/l
Na(+) 15
K(+) 10
Mg(++) 8
Ca(++) 0,015
Cl(-) 0,03
Aspartato(-) 31
Ac-N-His 70
Ac-N-His(-) 70
Lisina-H(+) 70
Glicina 8
Triptéfano 2
2-Hidroxi-3-metil-isocarboestirilo 2
Cetoglutarato(-) 2
Acido N-metil-salicil-hidroxamico 2
Manitol 20
pH 7,2
Osmolaridad 310

mmol/l
Na(+) 16
K(+) 10
Mg(++) 8
Ca(++) 0,05
Cl(-) 0,1
Aspartato 16
N-Ac-His 80
Histidina 88
L-arginina 12
Glicina 20
L-alanina 10
Triptéfano 2
Alfa-cetoglutarato 3
Manitol 40
Acido 3,4-dimetoxi-N-metil-hidroxamico 2
pH 7.1
Osmolaridad 307

10
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Correspondientemente a los componentes funcionales de una solucién protectora de érganos, a saber, el sistema
tamponador, los electrélitos, las sustancias que actian de manera protectora, y los osmolitos, se produce la solucién
conforme al invento. Para ello, las sustancias tamponadoras se disuelven primero en aproximadamente un 90 % de
la cantidad de agua requerida. Luego, se afiaden las sales neutras, que son necesarias como electrélitos, de los
cationes, por lo tanto, por ejemplo, las de sodio, potasio, magnesio y calcio, en las concentraciones fisioldgicamente
convenientes que se indican, y se disuelven mediando agitacion. Siguen como otros componentes adicionales las
sustancias que son eficaces de una manera protectora, que se afiaden a la solucion. Después de esto se
comprueba el valor del pH de la solucion y eventualmente se ajusta al valor indicado en la reivindicacion 1.
Finalmente, se afiade la cantidad indicada de los osmolitos y se diluye la solucién al volumen nominal. Después de
haberla envasado en unos recipientes adecuados, la solucién es esterilizada.

La preparacién de acidos hidroxamicos ciclicos, por ejemplo, la de los compuestos que se derivan del N-6xido de 2-
hidroxi-piridina, se describe, por ejemplo, en Organic Synthesis Collectiv [Colectivo de sintesis organicas] Volumen
V, paginas 623 y siguientes. Un procedimiento de preparaciéon para acidos hidroxamicos a partir de derivados de
acidos carboxilicos se encuentra en la obra Houben-Weyl, Methoden der organischen Chemie (Métodos de la
quimica organica), paginas 686 y siguientes, utilizandose como disolventes unos alcoholes inferiores, DMF o THF.
La reaccion con los correspondientes ésteres de acidos carboxilicos puede efectuarse de una manera catalizada por
una base (NaOMe, K>COs;, CaO). Finalmente, para la preparacion de acidos hidroxamicos ciclicos se hace
referencia a la obra de A. Kleemann, J. Engel, Pharmazeutische Wirkstoffe (Sustancias activas farmacéuticas),
segunda edicion de 1982, paginas 206 y siguientes.

11
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REIVINDICACIONES

1. Solucién protectora destinada a la evitacién de dafios causados por un almacenamiento o una isquemia o una
reperfusion en érganos, o en sistemas aislados de células o en partes de tejidos después de una perfusion, de una
operacion quirurgica, de un trasplante o de una crioconservacion, y de una subsiguiente reperfusion, la cual contiene
como electrolitos unos iones de metales alcalinos y eventualmente también unos iones de metales alcalino-térreos,
un tampdn asi como un poliol y/o un azucar, tiene una osmolaridad de desde 290 mosm/I hasta 350 mosm/| asi
como un valor del pH de 6,8 a 7,4, asi como con un derivado del acido hidroxamico, en el que el atomo de hidrégeno
situado junto al carbono del acido hidroxamico esta sustituido con un radical alquilo o arilo o alquil-arilo con C1 a Cy,
conteniendo este sustituyente heteroatomos o grupos hidroxi o amino o metoxi, y en el que el atomo de hidrégeno
situado junto al nitrégeno del acido hidroxamico esta sustituido con un radical alquilo o arilo o alquil-arilo con C; a
Ca0

2. Solucién de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que los sustituyentes situados junto al nitrégeno del acido
hidroxamico se cierran con los sustituyentes situados junto al carbono del acido hidroxamico para formar un anillo.

3. Solucidon de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 6 2, que contiene uno/a o varios/as de los compuestos y/o
de sus sales tomados/as del conjunto formado por
acido 2-hidroxi-N-metil-benzo-hidroxamico,

acido 2-hidroxi-N-bencil-benzo-hidroxamico,

acido 3,4-dimetoxi-N-metil-benzo-hidroxamico,
acido 2,3-dimetoxi-N-metil-benzo-hidroxamico,
acido 2,4-dimetoxi-N-metil-benzo-hidroxamico,
acido 3,5-dimetoxi-N-metil-benzo-hidroxamico,
acido 3,4,5-trimetoxi-N-metil-benzo-hidroxamico,
2-hidroxi-3-metil-isocarboestirilo

acido 4-cloro-N-metil-benzo-hidroxamico
6-ciclohexil-1-hidroxi-4-metil-2(1H)-piridona.

4. Solucioén de acuerdo con una o varias de las reivindicaciones anteriores, con una adicioén de desferroxamina.

5. Solucién de acuerdo con una o varias de las reivindicaciones anteriores, de un derivado del acido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametil-cromano-2-carboxilico

6. Solucion de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que el derivado es el correspondiente éster metilico.

7. Solucioén de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, con un cierto contenido de cationes de lisina y/o
de un derivado de lisina.

8. Solucién de acuerdo con la reivindicacién 7, con un cierto contenido de cationes de dipéptidos que contienen
lisina.

9. Solucion de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, con un cierto contenido de aniones de un
aspartato.

10. Solucién de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, en la que los derivados del acido hidroxamico
estan contenidos en una concentracion de hasta 10 mmol/l.

11. Solucién de acuerdo con una de las reivindicaciones 5 hasta 10, en la que la desferroxamina esta contenida en
una concentracion de hasta 10 mmol/l.

12. Soluciéon de acuerdo con una de las reivindicaciones 5 hasta 10, en la que el Trolox esta contenido en una
concentracion de hasta 10 mmol/l.

13. Solucion de acuerdo con una de las reivindicaciones 5 hasta 12, en la que la N-acetil-histidina esta contenida en
una concentracion de 20 mmol/l hasta 265 mmol/l.

14. Solucidon de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, en la que como electrolito esta contenido el
sodio, convenientemente en una concentracion de 10 mmol/l hasta 120 mmol/I.

15. Soluciéon de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, en la que como electrélito esta contenido el
potasio, convenientemente en una concentracion de 5 mmol/l hasta 25 mmoll/l.

12
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16. Solucion de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, en la que esta contenido el magnesio,
convenientemente en una concentraciéon de 3 mmol/l hasta 27 mmol/I.

17. Soluciéon de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, en la que esta contenido el calcio,
convenientemente en una concentracion de 0,0001 mmol/l hasta 1,5 mmol/l.

18. Solucion de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, en la que como catién esta contenido el de lisina
y/o de sus derivados convenientemente en una concentracion de hasta 140 mmol/l.

19. Solucién de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, en la que el aspartato esta contenido en una
concentracion de hasta 140 mmol/l.

20. Solucién de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, en la que esta contenido un cloruro

21. Solucién de acuerdo con las reivindicaciones 19 y 20, en la que el aspartato esta contenido en un exceso en
relacién con el cloruro.

22. Solucion de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, en la que esta contenido un a-cetoglutarato,
convenientemente en una concentracion de 1 mmol/l hasta 9 mmol/I.

23. Solucion de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, en la que esta contenido un osmolito,
convenientemente en una concentracion hasta de 140 mmol/l.

24. Procedimiento para la preparacion de una solucion de acuerdo con una o varias de las reivindicaciones
anteriores, en el que en un exceso de agua, convenientemente en un 90 % de la cantidad requerida de agua, los
electrélitos se disuelven mediando agitacion, se afiaden el tampdn y a continuacion el acido hidroxamico y/o sus
derivados, seguidamente se ajusta el valor del pH, se afiaden el o los osmolito(s) y la solucidon se completa con agua
hasta llegar al volumen nominal.

25. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 24, en el que se utilizan unos derivados de acido hidroxamico
para cuya obtencién se habian empleado alcoholes inferiores y/o DMF y/o THF como disolventes.

26. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 25, en el que la reaccién con un éster de acido carboxilico se
habia llevado a cabo de una manera catalizada por una base.

13
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