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DESCRIPCION
Expansores de fluidos corporales que comprenden tampones de acidos aminosulfénicos N-sustituidos.
Campo de la invencion

La invencion se refiere en general a expansores de fluidos corporales. En particular, la invencién se refiere a medios
liquidos fisiologicos para su utilizacion en la expansion, el mantenimiento o el reemplazo del volumen de sangre o
fluido corporal extravascular. Se prevé que la invencién encuentre utilizacion en diversas aplicaciones médicas,
incluyendo en procedimientos de infusién intravenosa y extravascular (por ejemplo, peritoneal).

Antecedentes de la técnica

La pérdida de volumen de sangre, también conocida como hipovolemia, puede resultar de, por ejemplo, varias
causas incluyendo lesion fisica, cirugia, hemorragias internas o quemaduras. También puede inducirse hipovolemia
mediante la ingesta de farmacos tales como diuréticos y vasodilatadores.

Una pérdida significativa de volumen de sangre que resulta de hipovolemia puede ser mortal a menos que se trate
rapidamente. Tal pérdida de sangre conduce a una disminucién en la tension arterial y a una reduccién en el
suministro de sangre necesario (y con el mismo de oxigeno) a érganos y tejidos esenciales. En consecuencia, la
hipovolemia puede dar como resultado isquemia, insuficiencia organica multiple, dafio renal, dafio cerebral y en
Ultima instancia muerte.

La hipovolemia se trata perfundiendo al sujeto con fluidos cristaloides o coloidales como sustitutos para la sangre
perdida tras incidentes hemorragicos. Estos sustitutos de fluidos actian expandiendo el volumen de sangre,
ocasionando rehidratacién y normalizacion de la tensién arterial.

Los ejemplos de sustitutos de la sangre o expansores del volumen de sangre conocidos actualmente incluyen
solucién de Ringer con lactato, solucién de Hartmann, HES (hidroxietilalmidon) y solucion salina isoténica (cloruro de
sodio) (Chiara et al.; Crit Care Med. 2003;31(7):1915-22; Rhee et al.; J.Trauma. 1998;. 44(2): 313-319; Jernigan et
al.; Am Surg. 2004;70(12):1094-8; Via et al.; J.Trauma. 2001;50:1076-82).

A pesar de su capacidad para restaurar el volumen de sangre, los expansores del volumen de sangre actuales son
ineficaces en la prevencion de un estado grave y a menudo mortal conocido como lesién por reperfusion. Este
fendmeno se observa en sujetos que han padecido hipovolemia grave y se manifiesta por si mismo en forma de
dafio a 6rganos esenciales (tales como pulmones, rifiones, higado, etc.). Los efectos perjudiciales de la lesion por
reperfusion se observan habitualmente entre 1 y 3 dias tras la perfusion con expansores del volumen de sangre.
Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona, tal como se especifica mediante la reivindicacion 1, una disolucién expansora de
fluidos corporales tamponada que comprende

i) BES, estando presente BES a una concentracion de desde 1 hasta 12 mmolesll;

i) iones calcio e iones magnesio a una razén de concentraciéon molar de 5:1 a 1:1, estando dichos iones calcio a
una concentracion de desde 0,1 hasta 2,5 mmoles/I;

iii) iones hidrogenocarbonato de 21 a 35 mmoles/l;

iv) iones potasio desde 2,5 hasta 6,2 mmoles/l;

V) iones cloruro desde 96 hasta 126 mmoles/l; y

vi) iones sodio desde 100 hasta 150 mmoles/I|
para su utilizacién en la prevencion o mejora de la pérdida de liquido extracelular en un sujeto. La presente
invencién también proporciona una disolucion expansora de fluidos corporales segun la reivindicacién 1 para su
utilizacién en el tratamiento de hipovolemia. La presente invencién también proporciona una disolucion expansora de
fluidos corporales segun la reivindicacion 1 para su utilizacion en el tratamiento de quemaduras. La presente
invencion también proporciona, tal como se especifica mediante la reivindicacion 4, una disolucién expansora de

fluidos corporales que comprende

i) BES, estando presente BES a una concentracion de desde 1 hasta 12 mmolesll;
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ii) iones calcio e iones magnesio a una razoén de concentracion molar de 5:1 a 1:1, estando dichos iones calcio a
una concentracion de desde 0,1 a 2,5 mmolesl/l;

iii) iones hidrogenocarbonato de 21 a 35 mmoles/l;
iv) iones potasio desde 2,5 hasta 6,2 mmoles/l;
V) iones cloruro desde 96 hasta 126 mmoles/l; y
vi) iones sodio desde 100 hasta 150 mmoles/I
para su utilizacién en la prevencién y/o mejora de la lesién por reperfusion.

Se ha identificado una necesidad de desarrollar disoluciones adicionales que puedan compensar la pérdida de
sangre y la pérdida de liquido intersticial y extracelular que resulta de hipovolemia y quemaduras graves. Hay
también una necesidad de desarrollar tratamientos que sean eficaces en la prevencién o disminucion de la
incidencia de lesion por reperfusion en sujetos hipovolémicos.

Ademas de lo anterior, hay también una necesidad de mantener un volumen suficiente de liquido extravascular,
intersticial. Este fluido, que bafia y rodea a las células, es esencial para mantener la homeostasis de tejidos y
6rganos, y funciona, entre otros, como medio de suministro de materiales a las células, de eliminacion de desechos
metabdlicos y de facilitacion de una comunicacion intercelular eficaz.

La presente invencién también aborda el problema significativo e importante de tratamientos con fluidos de
reemplazo que dan como resultado estados edematosos dentro de érganos corporales, aumentando simplemente
de ese modo la incidencia de lesion por reperfusion. Se proporciona un fluido fisiolégico equilibrado que cumple la
composicion del liquido intersticial en todos los aspectos, pero de la manera mas importante en cuanto a tonicidad y
osmolalidad, y facilitaria un intercambio dinamico de fluidos mas natural entre el espacio extravascular y la fase
intersticial conjuntamente con el sistema linfatico, previniendo de ese modo la aparicion de edema en tejidos
circundantes.

Tal como se especifica mediante las reivindicaciones, la invencién proporciona una disolucién expansora de fluidos
corporales no tamponada con fosfato inorganico, es decir, una disolucion expansora de fluidos corporales
tamponada en la que el tamp6n es un tampon fisiolégicamente aceptable que no es un tampén de fosfato
inorganico, que comprende iones calcio e iones magnesio a una razén de concentracion de 5:1 a 1:1.

La presente memoria describe una disolucion expansora de fluidos corporales, que comprende un tampén distinto
de fosfato que se selecciona del grupo que consiste en tampones de acidos aminosulfonicos N-sustituidos
fisiolégicamente aceptables, especialmente los que presentan un valor de pK, en disolucién acuosa de desde 7,1
hasta 7,5 a 20°C, y lo mas preferentemente del grupo que consiste en acido N-tris(hidroximetil)metil-2-
aminoetanosulfénico (TES), acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico (MOPS), &cido N,N-bis(2-hidroxietil)-2-
aminoetanosulfénico (BES) y combinaciones de los mismos.

La invencion proporciona una disolucién expansora de fluidos corporales para su utilizacion tal como se especifica
mediante las reivindicaciones, que comprende iones calcio e iones magnesio a una razén de concentracion de 5:1 a
1:1, y que comprende ademas BES.

Tal como se especifica mediante las reivindicaciones, el tampdn distinto de fosfato esta presente a una
concentracion de desde 1 hasta 12 mmoles/I, preferentemente de aproximadamente 5 mmoles/I.

Tal como se especifica mediante determinadas reivindicaciones, las disoluciones expansoras de fluidos corporales
para su utilizacion segun la invencién comprenden preferentemente iones calcio e iones magnesio a una razéon de
concentracion de desde 4:1 hasta 2:1, mas preferentemente de aproximadamente 3:1.

Tal como se especifica mediante las reivindicaciones, las disoluciones expansoras de fluidos corporales de la
invencion comprenden iones calcio desde 0,1 hasta 2,5 mmoles/l. Concentraciones superiores de iones magnesio,
hacia 25 mmoles/l, son utiles para modificaciones de la disolucién para fines cardioplégicos, pero para utilizacion
regular como disolucion expansora de fluidos corporales se recomiendan las concentraciones indicadas a
continuacion.

Las disoluciones expansoras de fluidos corporales para su utilizacion segun la invencion pueden comprender iones
calcio a una concentracion de desde 1,0 hasta 2,5 mmoles/l, preferentemente desde 1,1 hasta 1,4 mmoles/l, mas
preferentemente desde 1,2 hasta 1,3 mmoles/l, incluso mas preferentemente de aproximadamente 1,25 mmoles/I.

Tal como se especifica mediante determinadas reivindicaciones, las disoluciones expansoras de fluidos corporales
para su utilizacion segun la invencién comprenden preferentemente iones magnesio a una concentracion de desde
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0,2 hasta 0,6 mmoles/l, mas preferentemente desde 0,3 hasta 0,5 mmoles/l, incluso mas preferentemente iones
magnesio aproximadamente 0,45 mmoles/I.

En una realizaciéon segun la invencion tal como se especifica mediante las reivindicaciones, estan presentes iones
calcio y magnesio a una concentracion de aproximadamente 1,25 mmoles/l y aproximadamente 0,45 mmoles/|
respectivamente.

En una realizacion, las disoluciones expansoras de fluidos corporales para su utilizaciéon segun la invencién son
sustitutos de la sangre para expandir y/o reemplazar el volumen de sangre. Aln en una realizacién adicional, los
expansores de fluidos corporales son sustitutos de liquidos extravasculares, por ejemplo, sustitutos de liquido
intersticial.

Ademas de lo anterior, la invencion tal como se especifica mediante las reivindicaciones también abarca formas
concentradas de las disoluciones definidas en la presente memoria. Por ejemplo, se abarcan concentrados de 1 a
50X, preferentemente de 5 a 20X. Con el fin de producir una disolucion de 1X, es decir, la concentracién, potencia
de trabajo, los concentrados de 5X, 10X, 20X y 50X requieren que se afiadan, respectivamente, 4, 9, 19 y 49
voliumenes de agua a un volumen de concentrado, mas el equivalente de 2,1 g de hidrogenocarbonato de sodio por
litro de la disolucién diluida 1X.

La presente memoria describe disoluciones definidas en la presente memoria para su utilizacion como
medicamentos y expansores del volumen de sangre.

Tal como se especifica mediante determinadas de las reivindicaciones, la invencion proporciona disoluciones
definidas en la presente memoria para su utilizaciéon en el tratamiento de hipovolemia y/o quemaduras, y para su
utilizacién en la prevencion y/o mejora de la lesion por reperfusion.

La presente memoria también describe disoluciones definidas en la presente memoria para su utilizacién en: (a)
terapia de reemplazo de fluidos, (b) perfusion de una cavidad corporal (por ejemplo la cavidad abdominal o toracica)
de un sujeto que se somete a un procedimiento quirdrgico, y/o (c) administracion intravascular o extravascular de
agentes terapéuticos, de prueba y/o sinérgicos a un sujeto.

La utilizaciéon de una disolucion definida en la presente memoria para la fabricacién de medicamentos y expansores
del volumen de sangre también se describe, por ejemplo, para tratar hipovolemia o para tratar la pérdida de liquido
extracelular e intersticial en sujetos que padecen quemaduras.

La presente memoria también describe la utilizacién de una disolucién definida en la presente memoria para la
fabricacion de un medicamento para (a) tratar la pérdida de liquido intersticial en un sujeto que padece quemaduras,
(b) tratar acidosis respiratoria y/o metabolica en un sujeto, (c) perfusién de la cavidad abdominal durante la dialisis
peritoneal de un sujeto con insuficiencia renal aguda o un estado de toxicidad aguda, o (c) prevenir y/o mejorar la
lesion por reperfusion.

La presente memoria también describe utilizaciones de disoluciones dadas a conocer en la presente memoria para
administrar un agente terapéutico, de prueba y/o sinérgico a un sujeto, por ejemplo un agente biolégico, tal como al
menos una célula madre, un péptido o una proteina derivada del genoma.

En casos preferidos, la administracion se efectlia mediante administracion por una via intravascular, intraperitoneal,
intradérmica, oral, intramuscular o tépica. Opcionalmente, la administracion se efectia mediante administracion al
sistema linfatico de un sujeto.

La presente memoria también describe métodos de tratamiento de hipovolemia y/o quemaduras, y métodos de
prevencion y/o mejora de la lesién por reperfusién, comprendiendo estos métodos administrar a un sujeto que lo
necesita una cantidad eficaz de una disolucion definida en la presente memoria.

En casos preferidos, la hipovolemia resulta de deshidratacion y/o quemaduras y/o sangrado. En otra forma de
realizacion, la hipovolemia se induce por farmacos.

La presente memoria también describe un método de mantenimiento de la homeostasis fisioldgica de un tejido y/u
6rgano in situ durante un procedimiento quirargico llevado a cabo en un sujeto, comprendiendo el método perfundir
dicho tejido y/u 6rgano con una disolucién definida en la presente memoria.

En un caso del método anterior, la disolucion se mantiene a una temperatura de entre 4 y 20°C de manera que dicho
tejido y/u érgano, cuando se perfunde con dicha disolucion, se mantiene en un estado de hipotermia.

AUn en un caso adicional del método anterior, el procedimiento quirdrgico se lleva a cabo para recuperar dicho tejido
y/u érgano de un sujeto donante, para su posterior trasplante a un sujeto receptor.
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La presente memoria abarca métodos para administrar un agente terapéutico, de prueba y/o sinérgico a un sujeto
utilizando las disoluciones descritas en la presente memoria. El agente puede ser un agente biolégico, tal como al
menos una célula madre, un péptido o una proteina derivada del genoma.

La administracion puede efectuarse mediante administracién por una via intravascular, intraperitoneal, intradérmica,
oral, intramuscular o tépica. Opcionalmente, la administraciéon se efectia mediante administracion al sistema linfatico
de un sujeto.

La utilizacion de una disolucion definida en la presente memoria se describe para (a) la dialisis de la cavidad
peritoneal en un sujeto que padece insuficiencia renal aguda o un estado de toxicidad aguda; y/o (b) la irrigacién de
6rganos abdominales y/o toracicos en un sujeto que se somete a un procedimiento quirdrgico.

Se describe una disolucion tamponada sustancialmente libre de fosfato inorganico para su utilizacion como
medicamento, especialmente una que estd también sustancialmente libre de al menos uno de tampén citrato y
lactato.

Descripcion de las figuras

Figura 1. Evaluacion de la supervivencia de ratas a lo largo del tiempo como funcién de la disolucion de resucitacion
utilizada. Se sometieron las ratas a extracciones de sangre en serie. Se separaron las ratas en tres grupos de
tratamiento experimentales tal como sigue: (1) reemplazo de sangre por solucién salina fisiologica; (2) reemplazo de
sangre por una disolucion preferida segun la invencion, denominada en la presente memoria disolucion RS- o RS-I;
y (3) sin reemplazo de las pérdidas de sangre. Se monitorizd la supervivencia de las ratas en cada uno de los
diversos grupos y se exponen los datos en la figura 1.

Figura 2. Comparacion del volumen total de sangre extraida para cada uno de los brazos de estudio con referencia a
la figura 1 anterior. Se extrajo sangre de las ratas tal como se describe en el ejemplo 4 a continuacion.

Figura 3. Evaluacion de las tasas respiratorias de las ratas a lo largo del tiempo en los diversos brazos de estudio
definidos con referencia a la figura 1.

Figura 4. Evaluacién de los perfiles de sangre en cerdos a lo largo de diversos periodos de tiempo de perfusiéon con
RS-I. Se infundieron los cerdos con 1,0 | de disolucién RS-l cada dia durante tres dias y se tomaron muestras de
sangre a diversos puntos de tiempo. Se sometieron a prueba las muestras de sangre, entre otros, para determinar
recuentos sanguineos completos, determinacion de quimica del suero, electrolitos, glucosa, lactato, osmolalidad,
enzimas séricas (glutamico oxalacético transaminasa sérica/aspartato aminotransferasa [SGOT/AST], glutamico
pirdvico transaminasa sérica/alanina aminotransferasa [SGPT/ALT], creatina cinasa [CK] y lactato deshidrogenasa
[LDH]), factores de coagulacion y niveles de fibrindgeno. Ademas, se midié la sangre para determinar interleucina-6
(IL-6) y factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a).

Figura 5 (a-g). Andlisis de los niveles de electrolitos séricos en un modelo de cerdo normovolémico.

Figura 6 (a-d). Andlisis de los niveles de metabolitos séricos en un modelo de cerdo normovolémico.

Figura 7 (a-d). Andlisis de los niveles de enzimas séricas en un modelo de cerdo normovolémico.

Figura 8 (a-e). Andlisis de los perfiles de células sanguineas en un modelo de cerdo normovolémico.

Figura 9 (a-d). Andlisis de los parametros de coagulacién sanguinea en un modelo de cerdo normovolémico.

Figura 10. Comparacioén de las razones de ADP:ATP (difosfato de adenosina:trifosfato de adenosina) en rifiones de
cerdos de grupo estatico frio (CS) y estatico caliente (WS) antes y después de 6 horas de perfusién normotérmica.

Figura 11. Cambio en la tension arterial media tras resucitacion en sangre autologa, fluido RS-l y solucién salina de
Ringer con lactato.

Figura 12. Tiempo de protromboplastina activada (aPTT) tras resucitacion en sangre autéloga, fluido RS-l y solucion
salina de Ringer con lactato.

Descripcion detallada de invencion

Los términos “expansor de fluidos corporales” o “disolucion expansora de fluidos corporales” o “sustituto de fluidos
corporales” tal como se utilizan en la presente memoria quieren decir una disolucion liquida fisiolégica que esta
prevista para su utilizacién en el reemplazo o la expansion de un fluido corporal, y/o en el mantenimiento de un
volumen suficiente de un fluido corporal. Los fluidos corporales para los que las disoluciones para su utilizacion
segun la invencién estan previstas para su expansion, reemplazo o mantenimiento incluyen liquidos intravasculares
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(por ejemplo, componentes sanguineos tales como plasma), o alternativamente, liquidos extravasculares (por
ejemplo liquido intersticial).

Los términos “expansor de fluidos corporales” y “disoluciones expansoras de fluidos corporales” también abarcan
medios liquidos fisioldgicos que estan previstos para su utilizacion como vehiculo para la administracion de agentes
terapéuticos, de prueba y/o sinérgicos al cuerpo de un sujeto que necesita dichos agentes, o en circunstancias en
las que los agentes van a someterse a prueba, por ejemplo en sujetos no humanos.

El término “sujeto” o “sujetos” abarca, cuando sea apropiado, sujetos humanos y sujetos animales no humanos, por
ejemplo sujetos mamiferos tales como roedores, cerdos, monos, perros y similares segun sea apropiado en
investigacion experimental y ganado, caballos y similares tal como se produce en la practica veterinaria.

Términos tales como “tampon distinto de fosfato” y “sustancialmente libre de fosfato” pretenden abarcar formas de
realizacion de fluidos que carecen sustancialmente de iones fosfato inorganico.

Los términos “expansor del volumen de sangre” o “disolucidon expansora del volumen de sangre” o “sustituto de la
sangre” tal como se utilizan en la presente memoria quieren decir una disolucién liquida fisiolégica que esta prevista
para su utilizacion en el reemplazo, la expansion o el mantenimiento del volumen de sangre. Estas disoluciones, por
tanto, encuentran utilizacién en la sustitucion de una pérdida de volumen de sangre que resulta de hipovolemia.

El término “hipovolemia” tal como se utiliza en la presente memoria quiere decir un estado de disminucion del
volumen de sangre, o mas especificamente, un estado de disminucién del volumen de plasma sanguineo. Las
causas comunes de hipovolemia incluyen deshidratacion, quemaduras, sangrado (por ejemplo hemorragia) o la
ingesta de determinados farmacos tales como diuréticos y vasodilatadores.

El término “lesién por reperfusion” tal como se utiliza en la presente memoria quiere decir la lesiéon provocada en
organos esenciales del cuerpo tras la hipovolemia y posterior perfusién con expansores del volumen de sangre
convencionales.

La presente invencién surge de que el inventor se da cuenta de que los expansores del volumen de sangre
convencionales son perjudiciales para el mantenimiento de la supervivencia y viabilidad de células, tejidos y 6rganos
y por tanto pueden contribuir al desarrollo de la lesion por reperfusién.

En parte, la presente invencién proviene de una apreciacion de que la composicion de expansores del volumen de
sangre (y medios fisiolégicos en general) debe basarse en un conocimiento especifico de los coeficientes de
actividad de las especies i6nicas dentro de la fase de gel intersticial que rodea a cada célula. Estos coeficientes de
actividad se han calculado y las disoluciones de la presente invencién se han disefiado segin estos célculos.

Las disoluciones para su utilizacion segin la invencién utilizan tampones distintos de fosfato, basandose en la
comprension de que iones fosfato en exceso pueden ser perjudiciales para la viabilidad e integridad funcional de
células, tejidos y drganos perfundidos. Los iones fosfato inhiben la glucdlisis, la fosforilacion oxidativa (Berman &
Sanders; Circul.Res., 1955; 3, 559-563), la actividad creatina cinasa (Hall & DelLuca; Adv.Exp.Med.Biol. 1986; 194,
71-82) y las enzimas implicadas en la eliminacion de radicales libres de oxigeno (De Frietas & Valentine;
Biochemistry 1984; 23:2079). Estas enzimas son importantes en la induccion de cambios apoptéticos al nivel celular,
gue conducen en Ultima instancia a la necrosis (es decir, muerte) de células, tejidos y sistemas de érganos dafiados
0 anémalos.

Esencialmente, la utilizacion de disoluciones no tamponadas con fosfato evita la ineficacia de las disoluciones
tamponadas con fosfato convencionales en cuando a inestabilidad por encima de pH 7,2. En particular, los iones
fosfato inorganico en disoluciones convencionales precipitan a lo largo del tiempo en forma de fosfato de calcio
insoluble (Pedersen, MD Thesis, University of Arhus, Dinamarca. Publ. S A Moller Christensen A/S. 1973; 41-51).
Este problema se acentla por variaciones en el intervalo de temperatura al que se utilizan las disoluciones y por
tanto tales disoluciones tamponadas convencionales son de utilidad clinica limitada. Ademas, otros varios agentes
de tampén distintos de fosfato, por ejemplo, citratos, determinadas combinaciones de aminoéacidos y disoluciones
con lactato son distintos de los agentes de tampén del pH naturales o fisiolégicos que funcionan en especies de
mamiferos y se ha encontrado que son ineficaces en la conservaciéon de la funcién de érganos en condiciones
normotérmicas ex vivo (véase el ejemplo 6) e in vivo (véase el ejemplo 8). En contraposicion, la disolucién para su
utilizacién segun la invencion, cuando se utiliza como expansor de fluidos corporales, presenta un rendimiento
potenciado porque puede utilizar el sistema de tampon natural que se encuentra en todos los mamiferos,
concretamente, un sistema de pCOx/hidrogenocarbonato.

Se describen en la presente memoria disoluciones expansoras de fluidos corporales que, en virtud de su
composicion, pueden compensar o bien la pérdida de sangre en sujetos hipovolémicos, o bien la pérdida de liquido
intersticial y extracelular asociada con quemaduras graves. Las disoluciones expansoras de fluidos corporales de la
invencion proporcionan medios liquidos fisiologicos que imitan el entorno i6nico, de sustratos y biofisico del liquido
intersticial (véase, por ejemplo, la tabla Il mas adelante). Como tales, se prevé que tales disoluciones se utilicen
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como medios de conservacion y perfusion universales. Las concentraciones de especies ionicas confirman los
coeficientes de actividad de cada especie iénica dentro de la fase de gel intersticial alrededor de células de
mamifero. Esto esta en contraposicion con muchos medios convencionales que basan sus concentraciones en las
concentraciones séricas totales.

En la patente US n° 6.946.241, el presente inventor describe medios de cultivo celular liqguidos no tamponados con
fosfato. Se ha apreciado ahora que disoluciones expansoras del volumen de sangre y disoluciones expansoras de
fluidos corporales eficaces en general pueden basarse en la composicion de estos medios. Se prevé que las
disoluciones de la presente invencion no sélo compensen la pérdida de sangre asociada con hipovolemia sino que
también reduzcan o prevengan la aparicion de lesién por reperfusion. También se prevé que las disoluciones
definidas en la presente memoria presenten aplicacion en el mantenimiento in situ de érganos y tejidos, que quedan
expuestos durante diversos procedimientos quirdrgicos.

Las disoluciones expansoras de fluidos corporales para su utilizacion segin la presente invencién estan
preferentemente libres de suero y/o componentes del suero. Las disoluciones estan libres por tanto de proteinas
séricas derivadas de animales y otros contaminantes, de manera que no esta presente ninguna proteina sérica
extrafia, no definida. La ausencia de suero presenta la ventaja de que las disoluciones estan “quimicamente” mejor
definidas que disoluciones a base de suero convencionales. Ademas, la ausencia de suero y componentes
derivados del suero evita problemas con respecto a la posible transmisién de enfermedades infecciosas (por ejemplo
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD)) asociados con la utilizacion
de este material in vivo.

Por los motivos facilitados anteriormente, las disoluciones expansoras de fluidos corporales para su utilizacion segun
la presente invencion (y particularmente las disoluciones previstas para utilizacion en seres humanos) estan también
preferentemente libres de antigenos, pirdgenos, proteinas y similares derivados de animales o foraneos. Sin
embargo, en determinadas situaciones, pacientes susceptibles pueden requerir la presencia de componentes
derivados de proteinas o péptidos especificos como medida de compensacion de la pérdida notificada de proteinas
durante dialisis renal o peritoneal. Las disoluciones descritas en la presente memoria pueden proporcionar vehiculos
eficaces para su utilizacién en la administracion de tales componentes a pacientes.

Un descubrimiento importante que se ha desarrollado durante el trabajo con disoluciones similares a las disoluciones
para su utilizacion segun la presente invencién en experimentos de perfusién de drganos y tejidos aislados es que
pueden utilizar los mecanismos de tamponamiento del pH naturales observados en todas las especies de
mamiferos, concretamente, autorregulacion de la presion parcial de dioxido de carbono [pCO-] y la concentracién del
i6n bicarbonato [HCO3;] en la sangre incluso en ausencia de globulos rojos. La constante de disociacion
interrelacionada [pKa] proporcionada por los restos imidazol/histidina de la hemoglobina parece simularse por
tampon BES que, debido a su pK, util (7,15) y -ApK/°C (0,016) a 20°C, mantiene automaticamente el pH de la
disolucién RS-l entre 7,18 - 7,45 a lo largo de un intervalo de temperatura de 10 - 37°C y por tanto es
particularmente adecuado como agente de tampén en la disoluciéon para su utilizaciéon segun la invencion para su
utilizacién con especies de mamifero en condiciones fisiol6gicas tanto hipotérmicas como normotérmicas.

Tal como se establecié anteriormente, los expansores de fluidos corporales para su utilizacién segun la presente
invenciéon adoptan y se aprovechan de un sistema de tamponamiento fisioldgico natural. Este sistema de
tamponamiento toma la forma de NaHCO3/pCO; (hidrogenocarbonato de sodio/CO; disuelto) en combinacion con el
tampon de Good zwitteriénico, BES (acido N,N-bis[2-hidroxietil]-2-amino-etanosulfénico (Good et al.; Biochemistry
1966; 5:467-477)), que actla en virtud de su pK, ideal a lo largo de un intervalo de temperatura de 10 a 37°C,
proporcionando un pH estable, un requisito esencial para la conservacion celular. Se ha mostrado que BES no es
téxico para células de mamifero en cultivo en estudios a largo plazo y presenta union insignificante de iones calcio y
magnesio, eliminando asi el posible peligro de precipitacién de iones divalentes que se produce cuando se utilizan
disoluciones de tampén fosfato doble o hidrogenocarbonato/fosfato convencionales. De hecho, se ha mostrado
experimentalmente que concentrados de 10X de las disoluciones para su utilizacion segun la invenciéon presentan
una vida util de almacenamiento (almacenadas a de 3 a 8°C) superior a 14 meses. Ademas, podria utilizarse una
combinacion de BES y acido morfolinopropanosulfénico (MOPS) y/o acido N-tris-(hidroximetil)metil-2-amino-etano-
sulfénico (TES).

La siguiente tabla enumera tampones de acidos aminosulfonicos N-sustituidos fisioldgicamente aceptables y sus
valores de pKa en disolucion acuosa a 20°C.

Agentes de tampdn de acidos aminosulfonicos N -sustituidos pKaa20°C | -ApK,/°C
MES: Acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico 6,15 0,011
ADA: Acido N-(2-acetamido)iminodiacético 6,62 0,011
ACES: Acido N-2-(acetamido)-2-aminoetanosulfénico 6,88 0,02
BICINE: N,N-bis(2-hidroxietil)glicina 8,35 0,018
BES: Acido N,N-bis(2-hidroxietil)-2-aminoetanosulfonico 7,15 0,016
HEPES: Acido N-(2-hidroxietil)piperazin-N’-(2-etanosulfénico) 7,55 0,014
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Agentes de tampén de acidos aminosulfénicos N -sustituidos pKaa20°C | -ApK,/°C
MOPS: Acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico 7,20 0,011
PIPES: Acido piperazin-N,N’-bis(2-etanosulfénico) 6,80 0,009
TES: Acido N-tris(hidroximetil)metil-2-aminoetanosulfénico 7,50 0,020
TRIS: tris(hidroximetil)laminometano 8,3 0,031
TRICINE: N-tris(Hidroximetil)metilglicina 8,15 0,021

Tal como se especifica mediante las reivindicaciones, el tampén distinto de fosfato BES estd presente a una
concentracion de desde 1 hasta 12 mmoles/l, preferentemente desde 3 hasta 7 mmoles/l, mas preferentemente
desde 4 hasta 6 mmoles/l, incluso mas preferentemente de aproximadamente 5 mmoles/l. Tal como se especifica
mediante las reivindicaciones, estan presentes iones hidrogenocarbonato a una concentracion de desde 21 hasta
35 mmoles/l, preferentemente desde 23 hasta 26 mmoles/l, mas preferentemente de aproximadamente 25 mmoles/I.

En formas de realizacion preferidas de la invencion, los sistemas de tampon distinto de fosfato utilizados permiten,
debido a su intervalo de pK, Unico, la capacidad para ajustar automaticamente el pH de las disoluciones para su
utilizacioén segun la invencién desde 7,05 hasta 7,5 a lo largo de un intervalo de temperatura de desde 4°C hasta
38°C. Esta caracteristica de la invencion, a diferencia de la encontrada con sistemas de tamponamiento
convencionales, no requiere ninguna intervencion adicional en el ajuste del pH para dar valores que oscilan entre
7,13y 7,5+ 0,5 a lo largo de un intervalo de temperatura de 10 a 38°C. Preferentemente, las disoluciones para su
utilizacién segun la invencion presentan un pH de aproximadamente 7,46 a una temperatura de aproximadamente
37,4°C. Se prefiere que los valores de pH anteriores se mantengan in vivo tras la administracion de las disoluciones
a un sujeto que lo necesita.

Tal como se comenta en la presente memoria, las disoluciones para su utilizaciéon segin la invencién pueden
utilizarse para procedimientos de infusién tanto intra como extravasculares. Las disoluciones pueden utilizarse
también para perfundir érganos humanos y animales aislados en condiciones normotérmicas. Cuando las
disoluciones se utilizan para perfundir érganos aislados, es preferible que las disoluciones se aireen con gas
carbdgeno (95% de oxigeno/5% de diéxido de carbono).

Las disoluciones expansoras de fluidos corporales para su utilizacion segln la presente invenciéon pueden
comprender también en cualquier combinacion que se encuentre dentro del alcance de las reivindicaciones, uno o
mas, dos o mas, tres o mas, cuatro o mas, cinco o mas, seis o0 mas, siete o0 mas, ocho o mas, nueve o mas, diez o
mas, once o mas, doce o mas, trece 0 mas, catorce 0 mas, o todos de los siguientes componentes: iones sodio
desde 100 hasta 150 (de manera preferible aproximadamente 135) mmoles/l, iones potasio desde 2,5 hasta 6,2 (de
manera preferible aproximadamente 5) mmoles/l, iones calcio desde 0,1 hasta 2,5 (de manera preferible
aproximadamente 1,25) mmoles/l, iones magnesio (de manera preferible aproximadamente 0,45 mmoles/l), iones
cloruro desde 96 hasta 126 (de manera preferible aproximadamente 118) mmoles/l, glucosa (preferentemente D-
glucosa) de 2 a 11 mmoles/I (de manera preferible aproximadamente 10), glicerol desde 50 hasta 150 (de manera
preferible aproximadamente 110) umoles/l, colina desde 7 hasta 15 (de manera preferible aproximadamente
10) umoles/l, glutamato (preferentemente L-glutamato)desde 5 hasta 400 (de manera preferible aproximadamente
300) umoles/l, aspartato (preferentemente L-aspartato) desde 5 hasta 200 (de manera preferible aproximadamente
20) ymoles/l, glutamina (preferentemente L-glutamina) desde 100 hasta 2000 (de manera preferible
aproximadamente 400) umoles/l, piroglutamato desde 15 hasta 215 (de manera preferible aproximadamente
60) umoles/l, arginina (preferentemente L-arginina) desde 20 hasta 200 (de manera preferible aproximadamente
100) umolesl/l, pirofosfato de tiamina (TPP) desde 1 hasta 120 (de manera preferible aproximadamente 40) nmoles/I,
D- o DL o L-carnitina (preferentemente L-carnitina) desde 40 hasta 70 (de manera preferible aproximadamente
50) umoles/l, e insulina porcina o humana (preferentemente insulina humana) desde 5 hasta 200 (de manera
preferible aproximadamente 28) mU.L/l.

Se proporcionan preferentemente iones cloruro como sales de sodio, potasio, calcio y magnesio. Preferentemente,
cuando esta presente, se proporciona la colina como una sal de cloruro.

Las disoluciones para su utilizacion abarcadas por la presente invencibn comprenden varios sustratos que
conservan la homeostasis metabdlica de tejidos y d6rganos. Se ha mostrado que la glucosa y el glicerol son
satisfactorios en el cumplimiento de las demandas de energia de 6rganos vy tejidos aislados, incluso cuando no son
el sustrato preferido para el 6rgano en cuestion (por ejemplo el corazén) mediante la inclusion de niveles fisioldgicos
de insulina. Aparte de su capacidad para metabolizarse, el glicerol y la glucosa presentan también propiedades de
estabilizaciéon de membranas y de eliminacion de radicales libres, que se ha mostrado que son extremadamente
importantes en el mantenimiento de la viabilidad fisioldgica de érganos y tejidos.

Tal como se describié anteriormente, también pueden incluirse aspartato y glutamato en las disoluciones para su
utilizacién segun la invencion, para potenciar el metabolismo oxidativo mediante la reposiciéon de productos
intermedios del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA), manteniendo de ese modo los niveles de fosfato de alta
energia incluso durante el ataque isquémico. De manera similar, el glutamato esta implicado en el mantenimiento de
los potenciales de oxidacion-reduccion intracelulares. Se prevé que optimizando las lanzaderas de fosfato de glicerol
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y aspartato-malato, las células mantendran un equilibbrio de NAD/NADH (nicotinamida adenina
dinucleétido/nicotinamida adenina dinucleétido reducido) 6ptimo y de ese modo sustentaran los niveles de
nucleétidos de adenina. Ademas, el glutamato y la adenina pueden actuar como metabolitos intermedios para formar
piroglutamato y después de eso participar en el ciclo de gamma-glutamilo para sintetizar glutation, un agente
beneficioso en la prevencion de la generacion de radicales de oxigeno téxicos asociados con la incidencia de lesion
por reperfusion en 6rganos y tejidos de mamiferos durante el almacenamiento de érganos de donantes antes de su
trasplante y tras terapias de reemplazo del volumen de sangre.

La tiamina desempefia un papel importante en la oxidacion de a-cetoacidos (mediante la accidon de tiamina
cocarboxilasa) y previene la acumulacion de piruvato y aldehido de piruvato tdxico, minimizando de ese modo la
apoptosis celular y la necrosis acompafiante de tejidos y 6rganos asociados.

En el ciclo de los TCA, el pirofosfato de tiamina (TPP), que se incluye en disoluciones preferidas para su utilizacion
segun la invencidn, es un cofactor en el metabolismo de un acido a-cetoglutarico para formar succinil-coenzima A,
mediante descarboxilaciéon oxidativa, o para formar glutamato, mediante aminacion reductora. En esencia, TPP esta
implicado en numerosas rutas bioquimicas interrelacionadas, especialmente las rutas de las pentosas fosfato y
glucolitica. La tiamina puede emplearse como pirofosfato de tiamina, difosfato de tiamina o tiamina diamida.
Preferentemente, las disoluciones para su utilizacion segun la invencién comprenden tiamina como cloruro de
pirofosfato de tiamina.

Ademas, la inclusiéon de pirofosfato de tiamina en la formulacién de las disoluciones de la invencion también
pareceria ser necesaria para pacientes con didlisis peritoneal con el fin de prevenir el agotamiento de i6n fosfato y la
calcificacion ya que puede dializarse facilmente a través de membranas de hemodidlisis (PM - 175 Dalton) y se ha
administrado previamente o bien por via intravenosa o bien mediante la disolucién de dialisis peritoneal o
hemodidlisis para reponer los niveles de pirofosfato y/o fosfato plasmaticos.

Se ha notificado que el vitaminoide carnitina presenta mdltiples efectos en la mejora de la funcién cardiaca de
manera distinta de simplemente optimizando el metabolismo oxidativo, tal como promoviendo la utilizacion de
sustratos alternativos y puede mejorar adicionalmente el flujo de sangre coronario. Se prefiere la L-carnitina a los
isémeros D o DL porque no provoca inhibicion del metabolismo de acetil co-enzima A/acidos grasos libres.
Preferentemente, el componente vitaminoide comprende 50 ymoles/I de clorhidrato de [-]-B-hidroxi-y-trimetilamino-
butirato (L-carnitina). En esta invencion, la inclusiéon preferida del isémero L de carnitina pretende optimizar el
transporte de éacidos grasos de cadena larga desde el citosol al interior de la matriz mitocondrial al sitio de -
oxidacion y de ese modo tamponar la razon de acetil CoA/CoA intramitocondrial (en la que CoA es coenzima A)
estimulando la sintesis de acetilcarnitina a partir de carnitina acetil transferasa. Esta reduccion en la razén de acetil
CoA/CoA dard como resultado un flujo de salida de acetilcarnitina desde la mitocondria con una estimulacién
asociada de la piruvato deshidrogenasa y una reversién de la inhibicién por acidos grasos de la oxidacion de
glucosa. En (ltima instancia, la optimizacién de la utilizacién de acidos grasos libres como fuente de energia es
esencial para todos los tipos de células, pero esto debe realizarse con la conservacion de la utilizacion de hidratos
de carbono (glucosa) mediante el funcionamiento optimizado de las enzimas implicadas en la glucdlisis, por ejemplo,
hexocinasa, glucocinasa, fosfofructocinasa.

Tal como se describié anteriormente, las disoluciones para su utilizacion segun la invenciéon pueden comprender
también insulina. La utilizacién de insulina humana recombinante (por ejemplo expresada en E. coli o S. cerevisiae)
no solo descarta el riesgo de contaminacién viral o antigénica en células/tejidos/6rganos receptores, tal como puede
ser el caso con insulina derivada de otras fuentes animales o de mamiferos, sino que también conduce a que se
logre un mejor ajuste de las moléculas de insulina a la estructura del receptor de insulina humano, es decir, se
optimizara la especificidad del receptor para conservar las muchas funciones asociadas de la insulina en procesos
celulares.

Esencialmente, los efectos bioldgicos de la insulina no se refieren simplemente a su capacidad para regular el
metabolismo de hidratos de carbono y el transporte facilitado de la glucosa circulante al interior de células si no que
también a su capacidad para ocasionar (i) la potenciacién de la actividad glucocinasa intracelular y la incorporacion
de aminoacidos para dar proteinas, (ii) la estimulacion de la traduccién del ADN (acido desoxirribonucleico) para dar
proteinas, (iii) el aumento de la sintesis de lipidos y (iv) la estimulacién del transporte de sodio, potasio y fosfato
inorganico a través de membranas celulares.

En formas de realizacion preferidas de la invencion, se han utilizado niveles séricos humanos, normales de insulina.
En contraposicion, las formulaciones de perfundido conocidas convencionales, cuando incorporan insulina, utilizan
niveles no naturales de esta hormona (por ejemplo de 10 a 50 x 10° muI/; aproximadamente un millén de veces mas
concentrada que la insulina encontrada en determinadas disoluciones para su utilizacion segun la invencion). El
motivo de esto se refiere al hecho de que sélo una pequefia cantidad de la insulina existe como moléculas
individuales en tales concentraciones. El resto de la insulina existe en forma de agregados grandes, que son
ineficaces en la estimulacion de los receptores de insulina y por tanto son biolégicamente inactivos. Determinadas
disoluciones para su utilizacion segun la invencion logran niveles séricos humanos, normales de insulina acidificando
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la insulina durante la formulacion para evitar la formacion de agregados, de modo que se permite que existan
especies individuales activas, moleculares de insulina en disolucién a pH 7,3 £ 0,2.

Las concentraciones de especies i6nicas en disoluciones para su utilizaciéon segin la invencion confirman los
coeficientes de actividad de cada especie i6nica y no simplemente sus concentraciones séricas totales. Por ejemplo,
la union al suero de iones calcio y magnesio debe distinguirse de los niveles reales libres, ionizados de estos iones.
Los iones magnesio son importantes en varias reacciones celulares criticas y se notifica que su presencia
extracelular estimula la actividad respiratoria mitocondrial y modula los efectos de un rapido flujo de entrada de
calcio y flujo de salida de potasio. Igualmente, una concentracion adecuada de iones calcio es importante para
mantener los niveles libres de este ién presentes en la circulacion.

La conductividad iénica de las disoluciones para su utilizacién segun la invencion es preferentemente comparable a
la del suero humano, concretamente 12,0 £ 0,3 mS cm? y como tal mantiene el estado ionizado de la membrana
celular y las actividades de restos enzimaticos.

Por tanto, segun lo anterior, las disoluciones para su utilizacién segin la presente invencion son isosmoticas con
respecto al suero humano (aprox. 290 mOsmoles/l) y no parecen necesitar la inclusion de expansores del plasma,
tal como se demuestra por el hecho de que sélo se producen cambios menores (aprox. un 8%) en la hidratacion
durante la perfusion hipotérmica a largo plazo (es decir, de 4 a 52 h) del corazén de rata aislado y preparaciones de
musculo-nervio visceral. Esto puede explicarse por el hecho de que la membrana celular se encuentra en
continuidad con una fase intersticial de gel al 99% de modo que se proporciona un tamponamiento coloidal natural
del intercambio en equilibrio i6bnico de Donnan en exceso a través de la membrana celular. La mayoria de la presién
osmética se proporciona por iones sodio y sus aniones acompafiantes, y sélo un pequefio componente (aprox. un
0,5%) puede atribuirse a proteinas plasmaticas. La inclusion de los niveles séricos del metabolito, glicerol, en esta
disolucién puede contribuir también al tamponamiento osmaético en la superficie de contacto del liquido intersticial
que rodea a cada célula, especificamente la que implica la red transcapilar.

En la practica, la inclusion de agentes oncéticos se ve comprometida ademas por su afinidad por iones calcio y
magnesio, necesitando didlisis previa en disolucién nueva de modo que no se altere la composicién catidnica. La
naturaleza labil de los expansores de polipéptidos también los hace poco practicos por su predisposicién a
desnaturalizacién mecéanica. Desafortunadamente, aunque estos expansores coloidales son esencialmente no
téxicos, su utilizacion esta contraindicado en cuanto a que, por ejemplo, (1) la viscosidad aumentada aumenta el
grosor de la capa “no agitada” alrededor de las células de modo que se dificulta la difusion de metabolitos, (2) la
alteracion del potencial bioeléctrico de la membrana superficial de modo que se altera el metabolismo celular y las
actividades de receptores, (3) la antigenicidad de expansores proteinicos, (4) la aglutinacion y hemdlisis de glébulos
rojos (RBC) y (5) el bloqueo de la microvasculatura y la isquemia.

Se prevé que las disoluciones para su utilizacion segun la invencion se utilicen generalmente como composiciones
de base a las que pueden afadirse componentes adicionales, dependiendo del fin médico especifico. Por ejemplo,
se prevé que las disoluciones para su utilizaciéon segun la invencién puedan complementarse con, por ejemplo,
glébulos rojos (RBC), plasma y/o plaquetas para la generacidon de sangre artificial. Tales componentes de la sangre
pueden ser o bien naturales o bien artificiales. Por tanto, pueden afiadirse productos quimicos adicionales a la
composicion de base tal y como se requiera. Por tanto, se pretende que las disoluciones encuentren una amplia
aplicabilidad como composiciones de base en las que una utilidad médica requiere la expansion, el reemplazo, el
mantenimiento y/o la complementacion, etc. de un fluido corporal con un agente de tampon cuyo pKa, coincide
estrechamente y se comporta como el de restos imidazol/histidina de la hemoglobina (pKa: 7,0) excluyendo de ese
modo la utilizacién de citrato (pKa: 3,09), lactato (pKa: 3,85) o cualquier agente de tampén de pKa no adecuado de
manera similar asi como iones fosfato inorganico con sus efectos perjudiciales notificados sobre procesos
bioquimicos y fisiologicos.

En determinadas formas de realizacion, las disoluciones para su utilizacion segun la invencién son para su
utilizacién en el tratamiento de hipovolemia o la pérdida de liquido intersticial y extracelular ocasionada en sujetos
gue padecen quemaduras graves. Ademas, en determinadas formas de realizacién, las disoluciones para su
utilizacién segun la invencién son para su utilizacion en la prevencion y/o mejora de la lesién por reperfusion. Las
disoluciones descritas en la presente memoria se utilizan por tanto como medicamentos. Para tratar hipovolemia y
para prevenir/mejorar la lesién por reperfusion, es preferible administrar de manera sistémica las disoluciones para
su utilizaciéon segun la invencion mediante la via intravenosa. En tales casos, el paciente se colocara de manera
segura en posicidon decubito y se preparara clinicamente para la administracién intravenosa del medicamento
especifico adoptando procedimientos convencionales, clinicos. La administracion de dicho medicamento al paciente
se ejecutara en condiciones controladas, supervisadas hasta que se logre la finalizacion del tratamiento.

Sin embargo, ademas de reemplazar, mantener o expandir el volumen de sangre, se prevé que las disoluciones
descritas en la presente memoria encuentren también otras utilizaciones que incluyen las siguientes; para mantener,
conservar e irrigar tejidos y érganos in situ durante procedimientos quirdrgicos, para perfundir la cavidad abdominal
de un sujeto que padece insuficiencia renal aguda o un estado de toxicidad aguda y para conservar tejidos y
organos de donantes in situ durante procedimientos quirargicos para su extraccion del paciente donante. Por tanto,
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asi como pueden administrarse a través de la via intravascular, las disoluciones también pueden administrarse por
otras vias, por ejemplo, utilizando vias intraperitoneales, intradérmicas, intramusculares, tépicas u orales. En
pacientes con insuficiencia renal aguda o toxicidad aguda, el paciente se preparard con anestesia para la
intervencion quirdrgica mediante lo cual se insertara una canula en la cavidad peritoneal, se fijara a su posicion para
garantizar la irrigacion continua con la disolucién a temperaturas normotérmicas. La extraccion de la canula
peritoneal se realizard en condiciones quirdrgicas una vez que se ha logrado la normalidad en el analisis de la
quimica sanguinea del paciente. Para el tratamiento de quemaduras, es preferible administrar las disoluciones
localmente mediante aplicacién topica al sitio de la propia quemadura. Sin embargo, ademas, la deshidratacion
ocasionada como resultado de quemaduras graves puede tratarse a través de la administracion sistémica de las
disoluciones. En tales circunstancias, el paciente se colocard de manera segura en posicion decubito y se preparara
clinicamente para la administracion intravenosa del medicamento especifico adoptando procedimientos
convencionales, clinicos. La ubicacion y el grado de afectacion de la quemadura se evaluardn en cuanto a la
administracion en el sitio intravenoso de la disolucion y el requisito de agentes terapéuticos adicionales basandose
en el riesgo de infeccion adicional. Este método de tratamiento terapéutico dara como resultado un flujo hacia el
exterior, extravascular de la disolucion eliminando de ese modo cualquier acumulacion de exudados de
microorganismos téxicos o infecciosos y requiere de ese modo una monitorizacién constante de los vendajes
quirargicos. En formas de realizacion preferidas, las disoluciones para su utilizaciéon segin la invencién son para su
utilizacién en el tratamiento de sujetos mamiferos humanos y no humanos, por ejemplo, seres humanos.

Tal como se menciond anteriormente, se prevé que una aplicacion de las disoluciones definidas en la presente
memoria sea para conservar 6rganos de donantes in situ antes, durante y después de procedimientos quirirgicos
para su extraccion del sujeto donante. La utilizaciéon de las disoluciones descritas en la presente memoria en este
sentido podria implicar, por ejemplo, infusién de cuerpo completo (procedimiento de oxigenacién por membrana
extracorporea [ECMOQ]) recogiéndose rifiones, corazén, higado, etc. de cadaver de un donante seguido por
reperfusion normotérmica del érgano aislado. Estudios preliminares (no mostrados en la presente memoria) han
indicado que RS-l tal como se define en la presente memoria (véanse los ejemplos) presenta la capacidad para
reanimar érganos humanos de cadaver conservados hipotérmicamente permitiendo que se utilicen tales 6rganos en
pruebas preclinicas de bioensayos con farmacos, abordando de ese modo el problema de reacciones adversas a
medicamentos (RAM) que se notifica que se producen utilizando evaluacién de farmacos in vitro e in vivo en
modelos animales.

También se prevé que las disoluciones descritas en la presente memoria se utilicen como medios para la
administracion eficaz de agentes a un sujeto que lo necesita, 0 en circunstancias en las que los agentes van a
someterse a prueba, por ejemplo en sujetos no humanos. Por ejemplo, las disoluciones descritas en la presente
memoria pueden utilizarse como diluyentes para la administracién de agentes farmacéuticos, de prueba o sinérgicos
o, alternativamente, para la administracién de células madre, péptido o proteina derivada del genoma a un sujeto
gue lo necesita. La administracién de células madre podria ocasionarse, por ejemplo, suspendiendo las células
madre en medios definidos en la presente memoria, y administrando la suspensién resultante directamente al tejido
u 6rgano en el que se requiere. Con este régimen terapéutico, los pacientes se someteran a la extracciéon quirdrgica
de tipos de células madre derivadas, por ejemplo, cardiomiocitos, hepatocitos, que entonces pueden suspenderse
en las disoluciones descritas en la presente memoria y preincubarse durante 12-18 horas. La proliferacion adicional
del tipo de célula madre se realizara utilizando técnicas de medios de cultivo corrientes tras lo cual las células se
resuspenderan en la disolucion y se transportaran al pie de la cama del paciente en condiciones hipotérmicas o
hipotérmicas suaves antes de la ejecucion de la terapia. Los pacientes se someteran a anestesia local o general
dependiendo de la via de administracion de la terapia derivada de células madre, por ejemplo, anestesia local para
la administraciéon intramiocardio de cardiomiocitos, y la administracion de la terapia realizada a temperaturas
normotérmicas bajo buena practica clinica. Alternativamente, la administracion puede efectuarse mediante la
administracion de la suspension al sistema linfatico.

Se apreciara que pueden aplicarse los métodos generales de administracién de expansores del volumen de sangre,
conocidos en la técnica, cuando se utilizan las disoluciones para su utilizacién segun la invencion. En particular,
pueden aplicarse los métodos para regular el nivel de administracion requerida en una situacién particular (por
ejemplo en referencia al mantenimiento de funcion cardiovascular y tension arterial adecuadas) utilizando la
informacién disponible para el experto, considerando el estado de la técnica.

Se apreciara ademas que pueden aplicarse técnicas de perfusién convencionales, conocidas en la materia, para
bafiar e irrigar tejidos y 6rganos in situ durante procedimientos quirdrgicos y para dializar cavidades corporales,
cuando se utilizan las disoluciones descritas en la presente memoria.

Se prevé que puedan utilizarse subcomponentes especificos de las disoluciones descritas en la presente memoria
individualmente o en cualquier combinacion.

Se describen a continuacion formas de realizacion particulares de la invencién a modo de los siguientes ejemplos.

Los ejemplos se proporcionan para ilustrar formas de realizaciéon de la invencién pero no debe considerarse que la
limitan de ningdn modo.
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Ejemplo 1: Formulacion de la disolucion RS-I
Formulacion

En las siguientes preparaciones, se utilizé en todo momento agua purificada Milli-Q libre de endotoxinas (Millipore
Corp, Milford, MA) o agua ASTM tipo | equivalente [resistividad no superior a 18,0 MQ-cm a 25°C], tanto en la
agitacion inicial como en la dilucién final. El término “agua purificada” se utiliza a continuacion en la presente
memoria para indicar agua de esta calidad.

Se prepar6 pirofosfato de tiamina (cocarboxilasa), Sigma C4655 como una disolucién madre de 0,4 mg/ml en agua
purificada y se almacen6 congelada en viales de vidrio oscuros. Se preparé cloruro de colina (Sigma C7527) como
una disolucién madre de 17,5 mg/ml en agua purificada y se almacend congelada en viales de vidrio. Se prepard
insulina recombinante humana (Sigma 10259/12643) como una disolucién madre de 0,5 U.l./ml en agua purificada
acidificada hasta pH 2,4 con &cido clorhidrico 0,12 N y se almacend congelada en viales de vidrio.

Para la preparacion de una disolucion concentrada 10X de disolucion RS-I, se llené un recipiente de acero
inoxidable con 8 litros de agua purificada y, se pesaron los siguientes componentes y se afiadieron mientras se
agitaba constantemente, en el siguiente orden: 642,96 gramos de cloruro de sodio (CFK0484), 37,28 gramos de
cloruro de potasio (BDH10198), 18,38 gramos de cloruro de calcio dihidratado (BDS10117), 9,14 gramos de cloruro
de magnesio hexahidratado (BDH101494) y 106,61 gramos de acido libre de BES (Sigma B6266), 1,84 miligramos
de pirofosfato de tiamina (Sigma C9655) (utilizando 4,6 ml de la disolucién madre), 0,9899 gramos de L-carnitina
(Sigma C0238), 0,1397 gramos de cloruro de colina (Sigma 7527) en forma de 8 ml de la disolucién madre, 1,013
gramos de glicerol (Sigma G2025), 2,8 U.l. de insulina recombinante humana (5 ml de la disolucién madre), 0,310
gramos de sal de sodio de L-aspartato (Sigma A6683), 180,2 gramos de D-glucosa anhidra (Sigma G7021), 5,07
gramos de sal de sodio de L-glutamato (Sigma G5889) y 5,84 gramos de L-glutamina (Sigma G5763). Se agit6 la
totalidad hasta que se disolvid6 completamente y entonces se produjo el volumen final de 10 litros afiadiendo agua
purificada adicional.

Se esterilizé por filtracion la disolucién RS-l 10X a través de un cartucho de PH,O Sartobran/filtro de 0,2 micrometros
(Sartorius Corp. EE.UU.) en frascos de vidrio sellados estériles de 100 ml.

Esta disolucion RS-l es un concentrado de 10 veces de la disolucién prevista para su utilizacion, pero con
hidrogenocarbonato de sodio contenido. Cuando se necesite, la disolucién RS-1 10X puede diluirse con la cantidad
apropiada de agua purificada, y afiadirse hidrogenocarbonato de sodio.

Para la preparacion de la disolucion RS- 1X, pueden diluirse 100 ml de la disolucion RS-l de concentrado de 10
veces anterior con 900 ml de agua purificada hasta 1 litro con la adicion de 2,1 g de hidrogenocarbonato de sodio
libre de endotoxina (Sigma S4019) y almacenarse a 8-10°C antes de su utilizacion. El hidrogenocarbonato de sodio
no se afiade preferentemente a las disoluciones de concentrado antes de que se almacenen, puesto que el
almacenamiento prolongado del concentrado que contiene iones hidrogenocarbonato puede provocar
precipitaciones de carbonato de calcio. Las disoluciones madre 1X para almacenamiento a corto plazo pueden
contener hidrogenocarbonato de sodio.

Para su utilizacion como disolucidon expansora de fluidos corporales, cada litro de la disolucién puede contener
100 mg/l de cloranfenicol (Sigma C3175) u otros agentes antifingicos o antibidticos convencionales para prevenir el
riesgo de infeccion bacteriana.

Deben tenerse en cuenta los siguientes factores cuando se prepara la disolucién:

1) el método de reunidn de las disoluciones y, especificamente;

2) la utilizacién de agua purificada tal como se menciond anteriormente para constituir todas las disoluciones
madre y los frascos de concentrado de 10 veces de disoluciones fabricadas para su utilizaciéon segun la
invencion;

3) los métodos de preparacion de disoluciones madre estériles para su utilizacion seguin la invencion y
concentrados no debe implicar tratamiento en autoclave o irradiacion con rayos gamma. Por ejemplo, la
irradiacion de la disolucion para lograr la esterilidad dara como resultado la degradacién de los componentes
glutamina, glucosa, insulina y pirofosfato de tiamina;

4) la utilizacién de frascos de vidrio para el almacenamiento de todas las disoluciones madre de concentrado de
10 veces;

5) la preparacién de insulina solubilizada mediante acidificacion a pH 2,4 mas almacenamiento de los
componentes de insulina y las disoluciones madre a -20°C;

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2407 838 T3

6) la preparacién de pirofosfato de tiamina mas disoluciones madre de TPP almacenadas a -20°C en
condiciones de oscuridad (véase el motivo a continuacion);

7) la preparacion de disoluciones madre de cloruro de colina almacenadas a -20°C;

8) la utilizacion de cloruro de magnesio hexahidratado (es decir, 6H,0). Esto es porque si se utiliza la sal
deshidratada, entonces adsorbe agua de modo que el peso utilizado para calcular el contenido en ién
magnesio preciso sera erréneo (esto es un motivo comun de constitucién errénea de disoluciones de Krebs
en cuando a los niveles de i6n calcio e ibn magnesio correctos).

La inclusion de todos los componentes preferidos, tal como se describe en este ejemplo, permite que estos
componentes funcionen en sinergia para producir un efecto fisiolégico equilibrado global.

Especificaciones de fabricacion

1. Disoluciones madre: Se han preparado diversas concentraciones madre de disoluciones para su utilizacion
segun la invencién, concretamente, 1X, 10X y 20X para almacenamiento a largo plazo, pero los concentrados
madre preferidos son concentrados de 10X utilizando agua purificada esterilizada por filtracion en frascos de
100 ml sellados para su almacenamiento en condiciones de oscuridad a de 3 a 8°C. Las disoluciones madre
se reconstituyen para su utilizacion como disoluciones 1X mediante la adicion de 100 ml de concentrados de
10X de disoluciones madre a 900 ml de agua purificada con la adicién de 2,1 g de hidrogenocarbonato de
sodio para dar un pH final de 7,22 + 0,04 a 20°C. Las concentraciones madre de 10X estériles de
disoluciones para su utilizacién segun la invencion presentan un pH de 4,6 + 0,2 y se ha mostrado que
permanecen estériles, y libres de precipitaciones, durante periodos de hasta diez afios. La vida util de
almacenamiento fabricada recomendada de concentrados madre de 10X de disoluciones para su utilizaciéon
segun la invencién es de 14 meses cuando se almacenan a de 3 a 8°C en condiciones de oscuridad.

2. Cocarboxilasa: Se preparan disoluciones madre de cloruro de pirofosfato de tiamina (cocarboxilasa) a 18,4
g/ml utilizando agua purificada libre de endotoxina, esterilizada por filtraciéon en viales sellados oscuros para
prevenir la degradacion por fotones del pirofosfato de tiamina, y se almacenan congeladas antes de la
reunion de los concentrados madre de 10X de disoluciones para su utilizacion segun la invencion.

3. Insulina: Se prepara insulina recombinante humana como disoluciones madre concentradas acidificadas (pH
2,4) a 0,5 mU.L/ml utilizando agua purificada libre de endotoxinas y se esteriliza por filtracion en viales
sellados y se almacena congelada antes de la reunién de los concentrados madre de disoluciones para su
utilizacién segun la invencion.

4. Colina: Se preparan disoluciones madre de cloruro de colina a 17,45 mg/ml utilizando agua purificada libre de
endotoxinas y se almacenan congeladas en viales sellados antes de la reunién de los concentrados madre de
disoluciones para su utilizacion segun la invencién.

5. El cloranfenicol no es un componente esencial de las disoluciones para su utilizacion segun la invencion pero
se afiade preferentemente, o bien durante el almacenamiento, o bien tras haberse abierto los viales
almacenados, para garantizar la esterilidad durante la exposicién prolongada de las disoluciones a la
atmosfera y para reducir el riesgo de infeccidn en sujetos tratados con las disoluciones expansoras de fluidos
corporales de la invencion.

Ejemplo 2: Composicion final de la disolucién RS-I

La siguiente tabla resume la composicion de la disolucion RS-l para su utilizacion como expansor de fluidos
corporales.

TABLA |

Componente Concentracion
NacCl 110,00 mmoles/|
KCI 5,00 mmoles/I
CacCl, 1,25 mmoles/I
MgCl, 0,45 mmoles/I
NaHCO3; 25,0 mmoles/I
BES 5,00 mmoles/I
D-Glucosa 10,00 mmoles/|
Glicerol 0,11 mmoles/I
L-Glutamato 0,30 mmoles/I
L-Glutamina 0,40 mmoles/I
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Componente Concentracion
L-Aspartato 0,02 mmoles/I
L-Carnitina 0,05 mmoles/I

0,01 mmoles/I
40,00 nmoles/|
28 mUl/l

Cloruro de colina
TPP (cocarboxiasa)
Insulina recombinante humana

La disolucion descrita en los ejemplos 1 y 2 y denominada en la presente memoria RS-l representa una forma
preferida de la disolucion expansora de fluidos corporales para su utilizacion segun la invencién.

Ejemplo 3: Una comparacion de los constituyentes qui micos de RS-I, suero humano y liquido intersticial
humano

En la actualidad, y segun el pensamiento prevalente en la técnica, la formulacion de disoluciones de conservacion,
perfundido y reemplazo del volumen de sangre se inclina fuertemente hacia la adopcion de la composicion del medio
o bien intracelular o bien extravascular. Sin embargo, tal como se indicé ya en la presente memoria, quedan por
solucionar numerosos problemas. Al considerar la ultraestructura de las membranas celulares, el inventor se ha
apartado del pensamiento actual y ha tomado un enfoque diferente, concretamente que una disolucion fisiolégica
debe formularse para imitar, de una manera artificial practica, el medio directamente adyacente a la membrana
celular, concretamente, la fase de liquido intersticial, manteniendo de ese modo en lo posible la homeostasis y la
dinamica funcional de la membrana celular y los restos de enzimas y receptores asociados. La conservacion
satisfactoria resultante de la funcién celular de células, tejidos y 6rganos aislados de especies animales y seres
humanos, demostrada en los ejemplos 6 y 7 en la presente memoria, ilustra el éxito de este enfoque.

Este ejemplo expone una comparacion de los diversos niveles de componentes presentes en suero humano, liquido
intersticial humano y disoluciéon RS-I, tal como se facilita a continuacion en la tabla II.

TABLA Il

Componente Suero RS- Liquido intersticial
[analizado o estimado]

lones sodio 131 -148 mmoles/I 135 mmoles/I 136 mmoles/|
lones potasio 3,4 -5,2 mmoles/| 5,0 mmolesl/| 4,4 mmolesl
lones calcio 1,12 -1,46 mmolesl/I 1,25 mmoles/| 1,18 mmoles/|
lones magnesio 0,38 -0,72 mmoles/l | 0,45 mmoles/I 0,51 mmoles/|
lones cloruro 101 -111 mmoles/I 119 mmoles/I 117 mmoles/|
lones hidrogenocarbonato 21 -29 mmoles/| 25 mmoles/| 23,9 mmoles/|
Acido organico 6,4 mmoles/| 5 mmoles/I (BES) | 7 mmoleslI
Glucosa 3,6 -6,1 mmoles/| 10 mmoles/I 3,3 -3,6 mmoles/|
Glicerol 31 -131 ymoles/| 110 pmoles/| 87 umolesl/|
Glutamato 310 -475 ymoles/| 300 ymolesl/I = valores séricos
Glutamina 188 -320 ymoles/I 400 ymoles/I = valores séricos
Aspartato 1-11 ymolesl/ 20 ymolesl/l = valores séricos
Carnitina (recomb.) 35 -85 umolesl/l 50 ymolesl/I = valores séricos
Colina 18-70 pymoles/| 10 ymoles/| = valores séricos
Pirofosfato de tiamina 6 -135 nmoles/| 40 nmoles/| = valores séricos
Insulina humana (recomb.) 6 -35 muUl/I 28 mul/l 24 muUl/l
pH a 37,4°C 7,32 -7,45 7,30 -7,46 7,35-7,38
Albumina 0,65 mmoles/I CERO 0,19 mmoles/I
Osmolalidad (mOsm/kg de agua) 264-290 265-286 264-282
Conductividad especifica (mS cm’l) 11,7 -12,3 11,9 -12,6 11,8 -12,2

Ejemplo 4: Un estudio para investigar el efecto de i  nfusiones intravenosas de disolucion RS-l utilizand o un

modelo hemorragico de rata
Procedimientos quirdrgicos en el laboratorio de animales

Los procedimientos consistian en una laparotomia por la linea media inferior en condiciones estériles tras la
induccion de anestesia completa utilizando una inyeccion intramuscular (i.m.) de 0,1 cc de xilocaina + 0,2 cc de
ketamina por cada 100 gramos de peso corporal. Tras esto, se disecciona la aorta de la rata y se inserta una canula
bajo vision directa utilizando un angiocatéter de calibre 24. Esto permite el acceso directo para grandes cantidades
de extraccion de sangre asi como la administracion de disoluciones. Como dosis de mantenimiento, se administran
inyecciones i.m. de 0,2 cc de ketamina cada 25 minutos a todas las ratas. Se deja que los animales respiren
espontaneamente durante todo el experimento y se monitoriza de manera continua su tasa respiratoria. Se utiliza un
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calentador para mantener las ratas a temperatura corporal normal durante la experimentacién. Como resultado de la
laparotomia por la linea media inferior, se exponen los intestinos para descubrir los vasos abdominales. Se
envuelven los intestinos con gasa humeda (empapada en solucion salina) para minimizar la pérdida de agua. A la
finalizacion del experimento, o bien se sacrifica la rata mientras esta bajo anestesia o bien se repara la perforacion
aortica en el sitio del catéter utilizando una figura de Prolene 6-0 de 8 suturas y cierre de la incision de laparotomia
utilizando una sutura de Vicryl 2-0 en 2 capas.

A las ratas elegidas para la parte de supervivencia del estudio se les administran antibiéticos intramusculares y se
deja que se alimenten a voluntad tras la operacion. Este procedimiento tarda de 25 a 30 minutos en completarse por
rata.

Animales y agrupaciones experimentales

Se utilizaron 19 ratas Sprague-Dawley de similar edad (10-12 semanas) y peso (de 280 a 320 g) en los
experimentos. Se aleatorizaron las ratas mediante asignacion de nimeros al azar a uno de 3 brazos: (1) reemplazo
del volumen de sangre por un volumen igual de solucion salina fisiolégica (5 ratas); (2) reemplazo del volumen de
sangre por un volumen igual de disolucién RS-I tal como se definié anteriormente (7 ratas); o (3) sin reemplazo de
las pérdidas de sangre (7 ratas). El criterio de valoracién primario del estudio en este caso fue la muerte del animal
documentada por parada cardiorrespiratoria.

Protocolos de hemorragia y resucitacion

Se sometieron las ratas a extracciones de sangre en serie en incrementos de 2 cc (simulando una hemorragia
controlada) cada 30 minutos. Al final de cada extraccion, se inyectaron a 0,1 ml de disolucién heparinizada (1000
unidades en 20 ml de solucién salina normal) en un tubo de heparina para evitar la coagulacion de la sangre. Se
asignaron las ratas aleatoriamente a uno de 3 brazos tal como se defini6é anteriormente.

Los datos observados y recogidos fueron los siguientes:
a. Numero de extracciones de sangre (por tanto volumen de hemorragia)
b. Tasa respiratoria (medida cada 10 minutos)

c. Transcurso de tiempo hasta la muerte (tiempo de supervivencia en minutos desde el comienzo de la
hemorragia)

d. Cambios fisicos visibles
e. Patologia
Estadistica

Se definié la supervivencia como el tiempo desde la primera extracciébn de sangre hasta el momento de
documentacion de la parada cardiopulmonar. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando
el valor de p era inferior a 0,05 (p<0,05). Se expresaron todos los valores como la media + desviacion estandar (DE).
Se realizaron utilizando el software SPSS version 13.0 (SPSS, Inc., Chicago, lllinois).

Resultados del estudio

Resumen: Las ratas en el brazo “sin” resucitacion tenian los tiempos de supervivencia mas cortos y el menor
volumen de sangre extraido. El tiempo de supervivencia y el volumen extraido medio mejoraron significativamente
mediante la adiciéon de o bien solucién salina normal o bien RS-I. RS-l proporciond un tiempo de supervivencia
estadisticamente superior (p<0,01) y permiti6 que se extrajera un mayor volumen de sangre en comparacion con
solucidn salina fisiolégica (p<0,01).

Tiempos de supervivencia: Se ilustra en la figura 1 la supervivencia de las ratas a lo largo del tiempo como una
funcién de la disolucién de resucitacion utilizada. Las ratas en el brazo “sin” resucitacion tenian la supervivencia mas
corta. El tiempo de supervivencia mejoré significativamente afiadiendo o bien reemplazo con solucién salina de las
pérdidas de sangre o hien reemplazo con RS-I. Ambas disoluciones mostraron una diferencia significativa en
comparacion con el tiempo de supervivencia de ratas no resucitadas; la diferencia media entre los grupos de RS-l y
sin resucitacion era de 89 + 13,13 minutos (p<0,01), y entre solucién salina y “sin” resucitacion era de 57 + 15,87
minutos (p<0,05). RS-I era superior a solucion salina y dio como resultado un aumento estadisticamente significativo
en el tiempo de supervivencia. La diferencia media en los tiempos de supervivencia entre ratas tratadas con RS-l y
ratas tratadas con solucion salina era significativa a 43,40 + 6,90 minutos (p<0,01).
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Volumen de sangre extraido: Se expone en la figura 2 el volumen total de sangre extraido para cada uno de los
brazos del estudio. Ambos grupos de ratas resucitadas con fluido mostraban una diferencia significativa en el
volumen de sangre extraido en comparacion con el brazo control “sin” resucitaciéon (RS-l con respecto a “sin”
resucitacion 5,73 + 0,62 ml y solucién salina con respecto a “sin” resucitacion 3,64 + 0,70 ml, con p<0,01 para
ambos). Se encontré que la diferencia media en el volumen de sangre extraido de ratas resucitadas con RS-l en
comparacion con ratas resucitadas con solucién salina era estadisticamente significativo (p<0,01) a 2,82 + 0,45 ml.

Tasas respiratorias: La figura 3 ilustra las tasas respiratorias de las ratas a lo largo del tiempo en los diversos brazos
del estudio. Ratas resucitadas con RS-I sobrevivieron la mayor cantidad de tiempo y mostraron una disminucién
inferior en la tala respiratoria global, aunque inicialmente (primeros 100 minutos) se observd un descenso mas
rapido en la tasa respiratoria. La tasa respiratoria global para ratas resucitadas con solucién salina disminuyé a una
tasa mas rapida que la de ratas infundidas con RS-l y esta disminucion era incluso mas rapida todavia para las ratas
gue no recibieron infusién de fluido.

Conclusién

RS-l parece ser un sustituto del plasma mas eficaz que solucion salina fisiolégica con respecto al tiempo de
supervivencia y el volumen de pérdida de sangre en un modelo de rata de choque hemorragico controlado.

Ejemplo 5: Un estudio para investigar la seguridad d e la administracion de RS-I como liquido intravenos o

(iv.)
Obijetivo del estudio

Se disefié este estudio como estudio piloto para evaluar la seguridad de RS-l cuando se administra como agente de
infusién intravenosa (i.v.) en un modelo de animal grande (cerdo).

Métodos

Se utilizaron 6 cerdos en este brazo del estudio, de ambos géneros, con un peso que oscilaba entre 27 y 35 kg. Se
albergaron los cerdos en la instalacion para el cuidado de animales y se mantuvieron NPO (nada por via oral)
durante la noche la noche previa al estudio. Se albergé cada cerdo en una jaula separada.

En el dia 0, se sed¢ inicialmente cada cerdo utilizando una inyeccién intramuscular de ketamina (de 15 a 20 mg/kg)
seguido por induccién de anestesia e intubacion endometrial. Se mantuvo la anestesia con halotano para lograr la
ausencia de respuesta a la estimulacion quirdrgica sin disminucién de la frecuencia cardiaca. Cada cerdo recibi6d
profilaxis con antibiético preoperatoria mediante inyeccion intramuscular de gentamicina al 10% (1 cc/10 kg).

Se coloc6 quirdrgicamente un catéter venoso central mediante cuenta atrds directa, en condiciones asépticas
estrictas, en la vena yugular interna izquierda de cada cerdo. Se tuneliz6 de manera extensa la via central en los
tejidos subcutaneos del cerdo hasta un sitio de salida en el lado lateral y dorsal del cuello del cerdo y se fij6 en su
sitio. Se realizé esto por dos motivos; para prevenir el desplazamiento accidental del catéter y para minimizar el
riesgo de infecciones relacionadas con la via. Se dejé entonces que los animales volviesen a sus jaulas para que se
recuperaran de la anestesia.

En el dia 1, se sed6 cada cerdo utilizando una inyeccién intramuscular de ketamina (35 mg/kg) y xilazina (7 mg/kg).
Se extrajeron muestras de sangre de nivel inicial a partir de la via central bajo una técnica aséptica y se enviaron
inmediatamente al laboratorio para su analisis. Se sometié a prueba el perfil de la sangre extraida para determinar
los recuentos de sangre completa, la determinacion de la quimica del suero: electrolitos, osmolalidad, pH, glucosa,
lactato, creatinina, nitrégeno de urea en sangre (BUN), enzimas séricas (aspartato aminotransferasa [SGOT/AST],
alanina aminotransferasa [SGPT/ALT], creatina cinasa [CK] total y lactato deshidrogenasa [LDH]), factores de
coagulacion y niveles de fibrinégeno. Ademas, se tom6 sangre para la medicién de la actividad proinflamatoria, por
ejemplo, activacion de neutréfilos, interleucina-6 (IL-6) y factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a), y se centrifugaron
las muestras y se almacenaron a -80°C para su evaluacion posterior.

Tras extraerse la sangre, cada cerdo tenia 1,0 | de RS-l (a temp. ambiente) infundido lentamente a lo largo de 1-2
horas mediante la via central. Se monitorizé directamente el cerdo durante la infusiéon para detectar cualquier signo
de enfermedad o comportamiento/manifestaciones poco comunes. Se dej6é entonces que los cerdos volviesen a sus
estancias normales y se monitorizaron por el veterinario de la instalacion de animales para detectar cualquier signo
de enfermedad o comportamiento/manifestaciones poco comunes.

Se repitié el mismo procedimiento realizado en el dia 1 en el dia 2 y 3. Antes de cada infusién de RS-I, se extrajo el
mismo perfil de sangre (descrito a continuacion) para evaluar cualquier efecto de enfermedad relacionado con la
administracion de RS-l. Se monitorizaron entonces los cerdos durante 7 dias y se sacrificaron de manera
humanitaria en el dia 7 mediante administracion de disoluciéon de cloruro de potasio intravenosa bajo sedacion con
ketamina. Antes de la eutanasia, se recogié una muestra de sangre final (dia 7). Se extrajeron también muestras de
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sangre para medir TNF-a e IL-6. Se centrifugaron estas muestras a 2000 r.p.m. [20°C] durante 5 minutos y entonces
se almacenaron a -80°C para procesarse posteriormente utilizando ensayos ELISA porcinos disponibles
comercialmente. Se realiz6 un examen post-mortem en cada cerdo, y se recogieron érganos (cerebro, pulmones,
higado y rifiones) y o bien se almacenaron en formaldehido o bien se congelaron a -80°C para examen histologico y
pruebas apoptéticas en una fecha posterior.

Resultados

Se observaron los 6 cerdos durante 1 semana, y todos mostraban habitos de comportamiento y alimentaciéon que
estaban dentro de los limites normales.

Se exponen en la figura 4 los resultados de la sangre y se presentan graficamente en las figuras 5 - 9. Estos
resultados de la sangre estaban dentro de los intervalos normales de cerdos de esta categoria de peso.

Andlisis de las categorias del perfil de la sangre
1. Parametros biofisicos y de electrolitos:

No se observé ninguna diferencia significativa (p< 0,05) en los electrolitos séricos o la osmolalidad a lo largo del
periodo experimental de 7 dias en comparacion con los valores de nivel inicial (“control”) (figura 4G, tabla 1; figura 5
a - g). Se observé una elevacion de los niveles de i6n sodio hasta dentro de los valores de intervalos publicados tras
48 horas en los cerdos n.°® 2 y 5, que regresaron a los niveles iniciales hacia el dia 7 (figura 5a). S6lo el cerdo n.° 6
mostré una elevacion progresiva durante el periodo experimental pero, al igual que lo hizo el nivel de tendencia
global, regreso al valor de intervalo maximo de 150 mmoles/| (figura 4G, tabla 1; figura 5a).

No se observd ningun cambio significativo en el equilibrio acido-base (es decir, niveles de bicarbonato; figura 5f) o
los niveles de cloruro (figura 4G, tabla 1; figura 5e, f) durante los mismos periodos experimentales.

2. Metabolitos séricos:

Aunque todos los niveles iniciales de metabolitos séricos estaban elevados de manera natural en el dia 1 tras el
traumatismo de los procedimientos de manipulacion quirargica, todos (excepto el lactato) presentaban una tendencia
a regresar a los valores séricos normales hacia el dia 7 (figura 6). Habia una considerable variacion en los niveles de
lactato sin una tendencia estadisticamente significativa con los niveles de lactato por debajo de los valores de
referencia (figura 6) en el dia 2y 3.

3. Enzimas séricas:

Habia una elevacion confirmada de todas las enzimas séricas examinadas tras el traumatismo de los procedimientos
de manipulacién quirdrgica (figura 7) pero todas (excepto SGPT[ALT]; figura 7b) mostraron una disminucion hacia el
dia 7 hasta valores séricos aceptables, indicando una restauracion de la integridad funcional del corazén, el higado,
los pulmones y los rifiones. La elevacion observada de SGPT[ALT] estaba dentro del valor sérico normal de percentil
50 y no era estadisticamente diferente (P < 0,26) dentro o entre datos de grupos indicando de nuevo la integridad
funcional del corazon y los pulmones hacia el dia 7.

4. Componentes sanguineos:

Cada cerdo normovolémico tenia un volumen de sangre total estimado de 1,8 - 2,3 | (67 ml/kg) y cada cerdo recibi6d
un volumen total de 3 | de RS-l a lo largo de un periodo de 72 horas. No se observé hemodilucién del recuento de
RBC permaneciendo los valores de hematocrito (Hct) y los niveles de hemoglobina (Hg) dentro de intervalos
normales hasta el dia 7 (figura 8 a,b,c). Igualmente, el recuento de linfocitos regresé a los niveles iniciales a lo largo
del periodo de siete dias investigado (figura 8d) mostrando sélo el recuento de glébulos blancos (WBC) una ligera
elevacion insignificante hacia el dia 7 (figura 8e).

En cuanto a los parametro de coagulaciéon de la sangre investigados, solo el cerdo n.° 2 mostré un valor de nivel
inicial anémalo para plaquetas que se restaur6 hasta la normalidad hacia el dia 7 (figura 9a). Los parametros de
coagulacion de la sangre, es decir, indices de coagulacion de protrombina (INR) y tiempos de protromboplastina
parcial activada (aPTT) (véase la figura 9 b, c) permanecieron constantes y dentro de los limites publicados. Los
niveles de fibrinbgeno no parecian mostrar una tendencia descendente a lo largo del periodo experimental de siete
dias (figura 9d) sino que de nuevo los valores permanecian dentro de limites aceptables para especies porcinas.

Tras la infusion de RS-l a lo largo de un periodo de 48 horas, hubo una tendencia global hacia la restauracién de los

niveles iniciales de WBC (figura 8e) y una disminucion en los niveles de linfocitos (figura 8d) hacia el dia 7, lo que
sugiere la ausencia de cualquier efecto proinflamatorio.
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Deducciones

Debe reconocerse que numerosos estudios de investigacién que implican especies porcinas han observado una
gran diversidad en los valores de perfiles del suero y de la sangre. En el presente estudio, estos valores
concordaban con la especie porcina examinada, habiendo una buena correlacién estadistica.

No parecia que se hubiese producido hemodilucién en los cerdos normovolémicos infundidos con disolucion RS-I
durante el periodo experimental (figura 4G, tabla 1).

De manera caracteristica, las terapias de reemplazo del volumen son susceptibles a la incidencia de episodios
inflamatorios, anafilacticos, de hipercoagulabilidad, aparentemente relacionados con la antigenicidad y/o toxicidad de
los diversos excipientes utilizados en la formulacién de los fluidos de reemplazo de la sangre administrados. Este no
parece ser el caso en la administracion intravenosa de la disolucion RS-I a partir del andlisis de los datos del perfil
de células sanguineas obtenidos.

Era de importancia en este estudio piloto evaluar los aspectos de seguridad de la administracion de la disoluciéon RS-
| por via intravenosa y que no hubiese incidencia de acidosis hiperclorémica (metabdlica), un hallazgo comun en la
practica clinica con fluidos de reemplazo del volumen. No se observé ninguna alteracién en el equilibrio acido-base
en los cerdos examinados a lo largo de un periodo de siete dias, tal como se demuestra por los niveles sostenidos
de ion cloruro y bicarbonato.

La observacion provisional de que la supresiéon de los niveles de lactato séricos iniciales se producia en todos los
cerdos estudiados durante la infusién de la disolucion RS-I hacia los dias 2 y 3 (figura 6b) parecia implicar que en el
cerdo normovolémico infundido con RS-I, prevalecen condiciones para optimizar:

a) el metabolismo del piruvato (glucdlisis) para mantener los niveles de lactato séricos
b) el catabolismo del lactato tisular para generar ATP y
c) laresintesis por el higado (ciclo de Cori) para formar glucosa o glucégeno.

Todos los cerdos estudiados mostraban una disminucién gradual a lo largo del periodo experimental de la lactato
deshidrogenasa (LDH) sérica, una enzima vinculada intimamente con el metabolismo del lactato/piruvato, y liberada
de manera caracteristica a partir de tejidos y érganos durante la lesién por reperfusion.

Era de particular interés en este estudio la observacién de que la liberacién de las enzimas (por ejemplo, CPK
(creatina fosfocinasa), SGOT, SGPT) asociadas con 6rganos dafiados (por ejemplo, corazén, pulmén, higado, rifion)
durante la reperfusion de disoluciones intravenosas, aunque estaba inicialmente elevada en el dia 1 tras el
traumatismo de los procedimientos quirlrgicos necesarios para monitorizar las funciones corporales (véase
Métodos), disminuia gradualmente hasta dentro de niveles normales publicados (figura 4G, tabla 1).

Conclusiones

Se complet6 satisfactoriamente el estudio detallado anteriormente que implicaba infusiones i.v. diarias de 1,0 | de
RS-l en el cerdo durante un periodo de 3 dias. Se concluyd, basandose en los resultados obtenidos, que RS-l no
presenta ningun problema de seguridad aparente cuando se administra por via intravenosa a cerdos de granja en
condiciones clinicamente aceptables.

Ejemplo 6: Un estudio de la funcion de rifiones aisla  dos tras su conservacion utilizando RS-I

Métodos

Se conservaron rifiones de cerdos donantes a corazén parado (NHBD) durante 2 horas en condiciones estaticas
“frias” (de 0°C a 4°C) (CS) en o bien RS-I o hien las disoluciones de conservacion hipotérmicas comerciales, Soltran
o UW (Universidad de Wisconsin) o durante 2 horas en condiciones estaticas “calientes” (31°C) (WS). Se
reperfundieron posteriormente los rifiones con una mezcla 50:50 de sangre autéloga/perfundido de Ringer con
lactato en condiciones normotérmicas durante periodos de 6 a 8 horas.

Resultados

Se exponen en la tabla Il a continuacion los parametros funcionales medidos en rifion de cerdo aislado tras 6 horas
de perfusién normotérmica con sangre autologa, en la que “n” representa el nUmero de riflones sometidos a prueba:
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TABLA I
Parametros RS- RS- Lavado con Lavado con UW valor
funcionales tras 6 almacenamiento almacenamiento Soltran almacenamiento de “p”
horas de perfusion a 4°C (n=6) a 30°C (n=6) almacenamiento a 4°C (n=6)
a 4°C (n=6)

pH 7,37 £0,15 7,30 £ 0,09 7,21+0,1 7,23+0,12 0,1468
Hidrogeno-carbonato 21,8 £ 6,83 17,6 £4,24 14,6 + 3,08 15,3 +4,26 0,154
Exceso de base -4,7£9,16 -10+5,9 -9,7 £5,90 -13,5+6,4 0,248
Niveles de K séricos 5,83+0,34 8,01 +1,22 7,73+1,21 8,23 +1,27 0,003
Consumo de 473+12,11 28,7 £6,53 31+6,26 33,7+15,1 0,059
O, ml/min./g
% de aumento 12,7+9 30,3+9,3 21,2477 29,7 +3,44 0,0109
de peso
Diuresis total (ml) 692 + 230 257 £118 536 + 221 410 +153 0,0103
RBF ml/min./100g 79,3+17,89 48 + 11,28 50 +10,16 55,5+21,9 0,0214
RVR mmHg/ml/min. 0,4 +0,09 0,73+0,26 0,52 + 0,09 0,8+0,43 0,0173

El presente estudio revel6 que RS-I tenia un rendimiento significativamente superior que otras disoluciones en el
mantenimiento de la funcion renal tal como se evalUa tras la reanimacion del rifién en sangre autéloga. Los andlisis
de los datos obtenidos a lo largo de los periodos de reperfusion revelaron que los rifiones conservados en RS-l a
4°C presentaban (1) consumo de oxigeno aumentado, (2) tasas de aclaramiento de creatinina aumentadas, (3) flujo
de sangre renal [RBF] aumentado, (4) diuresis aumentada, (5) resistencia vascular renal [RVR] disminuida, (6)
aumento de peso disminuido (es decir, menos edema), (7) pH de la sangre estable y retencién del equilibrio acido-
base [niveles de i6n bicarbonato] y (8) pérdida insignificante de K" intracelular.

De particular significacion es la estabilidad observada del pH de la sangre y la retenciéon del equilibrio acido-base
neutro (H'/HCO3z). Esta estabilidad observada indica que en los rifiones conservados con RS-l el sistema de
tamponamiento del pH principal, la lanzadera de glutamina-amoniaco, no se habia visto comprometida tal como se
observa con otras disoluciones de conservacion disponibles comercialmente (véase la tabla Il anterior). De
significacion adicional era la observacion de que en los riflones conservados durante 2 horas en condiciones
isquémicas “calientes” (WS) en AQIX®RS-I, la reperfusién posterior a lo largo de 6-8 horas daba como resultado una
restauracion del equilibrio ADP:ATP (véase la figura 10).

Los niveles de raz6n ADP:ATP eran los mas altos en las biopsias antes de la perfusion y eran indicativos del dafio
isquémico sostenido durante los periodos de almacenamiento en CS/WS (figura 10). Sin embargo, tras 6 horas de
perfusion, la razon habia mejorado en ambos grupos mostrando una recuperacién de la funcién celular pero sin
diferencias significativas (p = 0,71) observadas entre los grupos de rifiones en CS y WS (MD Kay et al., 2006;
Transplant International 20 (1), 88-92).

EJEMPLO 7: Evaluacion de la capacidad de RS-l para mant
d6rganos de mamiferos aislados a lo largo de diverso

ener la viabilidad de preparaciones de tejidos y
s periodos de tiempo de conservacion.

Métodos

Se evalu6 la viabilidad funcional de preparaciones de d6rganos y tejidos de mamiferos tras el
almacenamiento/perfusion de los tejidos/6rganos durante diversos periodos en disolucion RS-I. Se evalud la
viabilidad utilizando una variedad de indicadores funcionales, por ejemplo, mantenimiento de los potenciales de
membrana celular, produccion de neurotransmisores, miogenicidad, sensibilidad de receptores de membrana,
funciones enzimaticas, cambios histolégicos, etc.

Resultados
La tabla IV a continuacién revela la capacidad de la disolucién RS-I para mantener la viabilidad funcional de diversas

preparaciones de 6rganos y tejidos humanos y de animales mamiferos a lo largo de periodos de conservacion de
longitud variable (entre 0,3 y 10 dias).
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TABLA IV
Especie Preparaciones de Max. dias Condiciones de conservacion
organos/tejidos almacenados °C de °C
almacenamiento  experimentales

rata yeyuno 9,0 8-12 35
yeyuno 15 - 35
ileo 8,0 8-12 35
ileo 1,3 - 20-35
colon 5,0 - 20-35
utero 3,0 - 35
Utero 10,0 8-12 35
musculo detrusor 2,0 - 20-35
musculo diafragma 0,6 - 35-37
musculo diafragma 2,0 - 20-35
musculo sdleo 11 - 20-35
corazon 0,8 - 35-37
corazon 2,1 - 20-25
corazon-pulmon 1,2 - 20-35
RBC 4.0 Sin hemodlisis a 4°C
rifién 1,0 - 20-35
higado 0,3 - 35

conejo intestino (yeyuno) 5,0 8-12 37
intestino (yeyuno) 2,0 - 20-37
utero 7,0 8-12 37
cuello uterino superior 2,0 8-12 37
ganglio 0,8 - 37
RBC 3,0 Sin hemodlisis a 4°C

cobaya ileo 7,0 8-12 37
musculo detrusor 4.0 8-12 37
musculo detrusor 1,0 - 20-37
corazon 0,4 - 20-37

raton musculo séleo 0,9 - 20-35
mausculo diafragma 15 - 20-35
musculo intercostal 0,9 - 20-35

cerdo rifién 0,8 0-4 37
rifién 0,8 30 37

ser humano musculo intercostal 1,3 - 37
rifién (6rgano) 15 0-4 37
intestino(érgano) 0,3 - 37
colon (biopsia) 1,3 0-4 -
pulmén(érgano) 0,3 - 37
bronquios del pulmén (biopsia) 0,8 - 37
trabécula auricular (biopsia) 0,6 - 37
higado (6rgano) 0,3 - 37
RBC 1,3 0-4 -
RBC 0,3 - 37
Leucocitos 0,8 - 37

EJEMPLO 8: Un estudio preclinico para comparar la efic  acia del fluido RS-l con sangre autéloga y solucién
salina cuando se administran por via intravenosa en un modelo de cerdo hemorragico

Obijetivo del estudio

Investigar la eficacia de RS-I como disolucién de resucitacion (expansion del volumen) asi como su eficacia en la
reduccion de la lesion por reperfusion tisular tras traumatismo hemorragico en el cerdo en comparaciéon con el
reemplazo con sangre autéloga o solucion de Ringer con lactato (LR), una disolucidn de expansién del volumen de
sangre comunmente utilizada en aplicaciones clinicas.

Métodos

En este estudio, se utilizaron 23 cerdos de granja no singénicos seleccionados aleatoriamente en los cuatro grupos
experimentales, concretamente, 3 “de manera simulada” (control), 6 con sangre autéloga, 6 con disolucion RS-l y 6
con solucion de LR. En condiciones de anestesia general normalizadas, se instrumentaron los animales para permitir
la medicién completa de todo el perfil hemodinamico. Se realiz6 entonces una hemorragia rapida en los cerdos a
partir de la arteria femoral hasta que la MAP alcanzé 30 mm Hg. Se continué la hemorragia segin fuese necesario
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para mantener la MAP a 30 +/- 2 mm Hg durante 45 minutos. Se recogié la sangre derramada en bolsas tratadas
con ACD y se utiliz6 el peso neto para estimar el volumen de sangre extraido por la hemorragia.

A la conclusién del periodo de choque de 45 minutos, los animales recibieron o bien solucién de Ringer con lactato
(LR) o bien disolucién RS-l igual a de tres a cuatro veces el volumen de sangre derramado, sangre autéloga
completa derramada o sin resucitacion (grupo control “de manera simulada”).

Se administraron los fluidos de resucitacion de una manera dinamica, de manera incremental a lo largo de un
periodo de 2 horas para mantener la MAP a 60 +/- 2 mm Hg. Se midieron todos los parametros hemodinamicos al
nivel inicial; al comienzo del periodo de choque de 45 minutos, a los 30 minutos del choque; a los 45 minutos
(finalizacion) del choque; y a los 30, 60, 90 y 120 minutos de la resucitacion. Se extrajeron muestras de sangre para
el andlisis de gases de la sangre, la medicion del lactato, recuentos de sangre completa, determinaciéon de la
guimica del suero: electrolitos, glucosa, osmolaridad, enzimas séricas (aspartato aminotransferasa [SGOT/AST],
alanina aminotransferasa [SGPT/ALT], creatina cinasa [CK] total y lactato deshidrogenasa [LDH]) y perfil de
coagulacién a los mismos intervalos de tiempo.

Se midieron los niveles de activacién de neutréfilos mediante el método enzimatico de mieloperoxidasa asi como los
niveles de TNF-alfa, IL-6 como indices de fendmenos apoptéticos (muerte celular).

Tras la resucitacion, se retiraron las canulas de los animales dejando el catéter venoso del cuello para las
extracciones diarias de sangre. Durante los 7 dias tras la operacion, se observaron los animales para detectar
cualquier cambio del comportamiento y se sometieron a extracciones de sangre en los dias tras la operacion 1, 2 y
7. Se sacrificaron posteriormente los animales de manera humanitaria en el dia 7 tras la operacién para examinar
cualquier prueba patoldgica de lesion por reperfusién en el cerebro, rifién, pulmén e higado.

Resultados
General:

Se observaron los 18 cerdos en los tres grupos experimentales supervivientes durante 1 semana y todos mostraban
habitos de comportamiento y alimentacion que estaban dentro de los limites normales.

Hemodinamica

Los tiempos de recuperacion durante los primeros 60 minutos de la resucitacion para las tensiones de oclusion
arterial media (véase la figura 11), venosa central, arterial pulmonar en los cerdos del grupo con RS-l eran mas
rapidos y comparables a los cerdos en el grupo con sangre autéloga pero mas lentos en los cerdos del grupo con
LR. La restauracion del gasto cardiaco era significativamente mas rapido y mayor en los cerdos del grupo con RS-
en comparacion con los cerdos de los grupos de tanto con sangre autéloga como con LR (véase la figura 12).

Perfiles sanguineos:

Las concentraciones de electrolitos séricos hacia el dia 7 tras la operacién se habian restaurado hasta dentro de los
niveles normales para todos los grupos experimentales excepto para la elevacion de la concentracion de ion sodio
en los cerdos del grupo con LR. La diferencia en ién fuerte y diferencia aniénica estaba dentro de los limites
normales en todos los grupos de cerdos hacia el dia 7 tras la operacion.

Los niveles enzimaticos estaban elevados durante los dias 1 y 2 tras la operacion pero regresaron a los niveles
iniciales hacia el dia 7 tras la operacion. No se observé ningun cambio significativo en los parametros de
coagulacién sanguinea durante el periodo experimental de siete dias (véase, la figura 13).

Patologia
En el dia 7 tras la operacion, estaban ausentes pruebas de lesion por reperfusion en el pulmén e higado y eran
insignificantes en el rifion de los cerdos de los grupos de tanto con RS- como con sangre autéloga pero eran una

caracteristica significativa y prevalente en estos tres 6rganos dentro de los cerdos del grupo con LR (véase la figura
13).
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REIVINDICACIONES
1. Disolucion expansora de fluidos corporales tamponada, que comprende
i) BES, estando presente BES a una concentracion comprendida entre 1 y 12 mmoles/;

i) iones calcio e iones magnesio a una razoén de concentracion molar de 5:1 a 1:1, estando dichos iones calcio a
una concentracion comprendida entre 0,1 y 2,5 mmoles/I;

iii) iones hidrogenocarbonato de 21 a 35 mmoles/l;
iv) iones potasio desde 2,5 hasta 6,2 mmoles/l;
V) iones cloruro desde 96 hasta 126 mmoles/l; y
vi) iones sodio desde 100 hasta 150 mmoles/I
para su utilizacién en la prevencion o mejora de la pérdida de liquido extracelular en un sujeto.

2. Disolucion expansora de fluidos corporales tamponada segun la reivindicacién 1, para su utilizacion en el
tratamiento de hipovolemia.

3. Disolucion expansora de fluidos corporales tamponada segun la reivindicacién 1, para su utilizacion en el
tratamiento de quemaduras.

4. Disolucion expansora de fluidos corporales tamponada, que comprende
i) BES, estando BES presente a una concentracion comprendida entre 1 y 12 mmoles/l;

ii) iones calcio e iones magnesio a una razén de concentraciéon molar de 5:1 a 1:1, estando dichos iones calcio a
una concentracion comprendida entre 0,1 y 2,5 mmoles/l;

iii) iones hidrogenocarbonato de 21 a 35 mmoles/l;
iv) iones potasio de 2,5 a 6,2 mmolesl/I;
V) iones cloruro de 96 a 126 mmoles/I; y
vi) iones sodio de 100 a 150 mmoles/I
para su utilizacién en la prevencion y/o mejora de la lesién por reperfusion.

5. Disolucién expansora de fluidos corporales tamponada para su utilizacion segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, en la que BES esta presente a una concentracion de 5 mmoles/I.

6. Expansor de fluidos corporales tamponado para su utilizacion segin cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, que esta también sustancialmente libre de tampén citrato y lactato.

7. Disolucién expansora de fluidos corporales tamponada para su utilizacion segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en la que la razén de concentracion molar de iones calcio e iones magnesio esta
comprendida entre 4:1y 2:1, preferentemente de 3:1 aproximadamente.

8. Disolucion expansora de fluidos corporales tamponada para su utilizacion segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, que comprende iones calcio de 1,1 a 1,4 mmoles/l e iones magnesio de 0,2 a
0,6 mmoles/I.

9. Disolucién expansora de fluidos corporales tamponada para su utilizacion segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, que esta libre de suero y/o extracto de suero.

10. Disolucidon expansora de fluidos corporales tamponada para su utilizacion segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, que comprende 25 mmoles/| de iones hidrogenocarbonato.

11. Disolucion expansora de fluidos corporales tamponada para su utilizacion segin cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, que comprende ademas uno o mas de entre:

(a) glucosa de 2 a 11 mmolesll;
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(b) glicerol de 50 a 150 pmolesll;

(c) colina de 7 a 15 pmoles/l;

(d) glutamato de 5 a 400 ymoles/l;

(e) aspartato de 5 a 200 ymoles/l;

(f) glutamina de 100 a 2000 pmoles/l;

(9) piroglutamato de 15 a 215 pmoles/I;

(h) arginina de 20 a 200 ymolesl/l;

(i) pirofosfato de tiamina de 1 a 120 nmoles/I;

(j) D-o DL o L-carnitina de 40 a 70 umoles/l; y

(k) insulina porcina o humana de 5 a 200 mU.L./I, preferentemente insulina humana recombinante.

12. Disolucion expansora de fluidos corporales tamponada para su utilizacion segin cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, que comprende:

(a) BES 5 mmolesll;

(b) iones calcio 1,25 mmoles/I;

(c) iones magnesio 0,45 mmoleslI;

(d) iones hidrogenocarbonato 25 mmolesl/I;
(e) iones potasio 5 mmoles/l;

(f) iones cloruro 118 mmoles/l; y

(g) iones sodio 135 mmoles/|

(h) D-glucosa 10 mmolesll;

(i) glicerol 110 ymolesll;

() colina 10 ymoles/l;

(k) L-glutamato 300 umoles/I;

() L-aspartato 20 umolesll;
(m)L-glutamina 400 umoles/l;

(n) pirofosfato de tiamina 40 nmoles/j;

(o) L-carnitina 50 ymoles/I; y

(p) insulina humana recombinante 28 mU.l./I.

13. Disolucidon expansora de fluidos corporales tamponada para su utilizacion segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, que comprende ademas un componente antibiético.

14. Disolucion expansora de fluidos corporales tamponada para su utilizacion segun la reivindicacion 13, en la que el
componente antibiotico comprende cloranfenicol de 10 a 150 mgl/l, preferentemente 100 mg/l aproximadamente.

15. Disolucion expansora de fluidos corporales tamponada para su utilizacion segin cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en la que el pH esta comprendido entre 7,05 y 7,5 a un intervalo de temperatura
comprendido entre 4 y 38°C.

16. Disolucion expansora de fluidos corporales tamponada para su utilizacion segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en la que dicha disolucién es un sustituto de sangre o un sustituto de liquido
extravascular, por ejemplo, un sustituto de liquido peritoneal.

17. Disolucion madre concentrada de una disolucién expansora de fluidos corporales tamponada para su utilizacion

segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que opcionalmente la disolucién madre estd concentrada
en un factor comprendido entre 1y 50, preferentemente entre 5y 20.
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Analisis de datos de
laboratorio
CBC

WBC
RBC
Hg
Hct
MCV
MCH
MCHC

A

RLVY

WwBC-dif
Polimorfos

Linfocitos
Monocitos
Eosindfilos
Plaquetas
Glucosa
Acido lactico
BUN
Creatinina
Sodio

Potasic
Cloruro

Hidrogenocarbonato

Calcio
Magnesio
Fosfato
Osmolalidad
SGOT (AST)
SGPT (ALT)
LDH

CPK
Protrombina
Pt

Control

INR (1S1)
aPTT

Control

aPTT (Razon)
Fibrinégeno
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REFERENCIA (unidades)

FIGURAA4A

Valores
milmm® 7 a 20
mifmm®> 5a 8
g/dL. 6,9 a 12,7
% 15 - 37
F 50 - 68
Pg 17-23
g/dL 30-36
%
% 28 -50
Y 40 - 60
% 2a10
% 0-10
mm® 120k - 720k
mg/dL 65 -150
mmol/L 1.91-2,47
mg/dL 6-30
mg/dL 0,8-36
mmol/L 135-150
mmot/L 41-6,9
mmol/L 94 - 113
mmol/L 22-46
mmol/L 2,07 - 3,32
mmolfL 0,70 - 1,00
mg/dL 7.0-10,9
mOsm/kg 280 - 306
UlI/L 29 -1140
ul/L 7 -161
ul/L 286 -12.000
Ul/L 311-16.700
Seg
Seg
(Razon) 0,8-1,2
Seg 17,8 -23.3
Seg
gL 206-613
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CERDO n°1 CERDOn°1 CERDO n°1

(8/31/20086)
DiA 1

20400
6,67
12,1
36

526000
77
5,76
11
0,8
139
3,9
101
22
2,40
0,90
8,6
286
73
66
778
N/A

10,6
12
0.9
20
29,6
0,7
2,8

(9/1/2008)

DiA 2

23800
6,56
12

35

54

18

34

10
2

61
33

6

0
522000
59
1,49
14
0.9
139
3.8
103
26
2,30
0.82
8,2
295
64
69
77
2760

10,8
12
0,9
19
30
0.6
3,6

(9/2/2008)
DiA 3

18600
6,46
12

35

54

19

35

10
L=

59
38

3

0
458000
97
1,66
16

1
142
3,8
102
30
2,35
0,78
7.9
295
60
70
731
1887

10,7
13
0.9
19,5
30,5
0,6
3,1



Analisis de datos de
laboratorio

CBC

WBC

RBC

Hg

Hct

MCV

MCH
MCHC
RDW
wWBC-dif
Polimorfos
Linfocitos
Monocitos
Eosindfilos

Plaquetas
Glucosa
Acido lactico
BUN
Creatinina
Sodio

Potasic
Cloruro
Hidrogenocarbonato
Calcio
Magnesio
Fosfato
Osmolalidad
SGOT (AST)
SGPT (ALT)
LDH

CPK
Protrombina
Pt

Controi

Pt ratio

INR (1S1)
aPTT

Contral

aPT1T (Razén)
Fibrindgeno
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FIGURA 4B

Valores
milfmm® 7 a 20
millmm® 5 a8
g/dL 69 a 12,7
% 15-37
Fl 50 — 68
Pg 17 - 23
g/dL 30-36
%

% 28 - 50
% 40 — 60
% 2ai0
% 0-10
120k ~
mm® 720k
mg/dL. 65— 150
mmol/L 191-247
mg/dL 6-30
mg/dL 08-36
mmol/L 135 -150
mmol/L 41-—-69
mmol/L 94 - 113
mmol/L 22-46
mmol/L 207-322
mmol/L 0,70- 1,00
mg/dL 7-109
mQOsm/kg 280 - 306
Ul/L 29 - 1140
Ul/L 7 -161
uliL 286 -12.000
UIiL 311-16.700
Seg
Seg
(Razon) 0,8-12
Seg 17,8 - 23,3
Seg
gL 2,06 -6,13

CERDON®2 CERDON®2 CERDON®2 CERDOn°2
(9/8/2006) (8/9/2008) (13/09/08)

REFERENCIA (unidades)

28

(9/7/2008)
DIA 1

24700
6,46
11,2
32

50

17

35

20

32
67
0
1

121000
a7
0,61
14
06
139
4,1
99
32
2,47
0,90
9.4
287
88
40
767
5234

11,4
12

1

1

17
29,5
0,6
3,2

DIiA 2

19200
6,39
11,1
32

50

17

35

21

19
77
4
0

586000
96
0,83
14
0,7
144
4,3
107
27
2,52
1,03
8,7
300
70
59
795
4595

121
12

1

1
22,5
30
0,8
3,3

DiA 3

20000
6,29
10,9
32

51

17

34
22

575000
92
1,63
18
0,8
149
4,3
110
30
2,62
0,99
8.4
312
46
54
748
3542

11.5
12

1

1

20
30
0,7
2,9

DiA 7

29400
6,26
10,7
32

52

17

33

28

50
43
B
1

563000
96
5,13
16
0,7
140
4
99
28
2,62
0,80
8,8
291
38
66
623
743

11,6
12

1

1
18,5
20
0,7
21
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FIGURA 4C

CERDORN®3 CERDON®3 CERDOR®°3 CERDORN®3
Andlisis de datos de REFERENCIA (unidades) (9/14/2006) (9/15/2008) (16/09/06) (20/09/06)

labaratorio Valores DIA 1 DIA 2 DIA 3 DiA 7
CBC

WBC mitmm® 7 a 20 23100 11800 18200 26000
RBC mifmm® 5a8 6,46 6,20 6,1 6,24
Hg g/Dl 692 a127 11,2 10,9 10,5 11,1
Het % 15 -37 3z 31 3 31
MCV Fi 50 -68 49 50 50 50
MCH Pg 17 -23 17 17 17 18
MCHC g/dL 30-~36 35 35 35 35
RDW % 34 32 34 22
WBC-dif

Polimorfos % 28 - 50 54 28 29 59
Linfocitos % 40 - 60 45 66 &7 28
Menocitos % 2a10 1 1 4 13
Eosinofilos % 0-10 0 1 0 0
Plaquetas mm? 120k -720K 455000 389000 390000 337000
Glucosa mg/dL 65-150 81 96 95 78
Acido lactico mmoliL  1,91-247 0,68 0,46 1,14 0,31
BUN mg/dL 6—30 11 13 11 10
Creatinina mg/dL 08-36 0,8 0,9 0,9 0,7
Sodio mmol/L 135-150 142 138 139 138
Potasio mmpol/L 41-69 4.1 4.1 4,5 4,5
Clorurc mmolfL 94 -113 103 101 102 101
Hidrogenocarbonato mmol/L 22 - 46 28 29 29 29
Calkcio mmol/L 2,07 - 3,32 2,42 2,42 2,42 2,40
Magnesic mmol/L 1.7 - 2,44 0.82 0,74 0.86 0,86
Fosfato mg/dL 7,0-109 7.7 7.7 8,1 7.8
Osmolalidad mOsm/kg 280 - 306 290 290 295 289
SGOT (AST) UL 29-1140 33 36 26 22
SGPT (ALT) ul/L 7 -161 26 32 35 65
LDH UIL 286-12,000 551 605 561 576
CPK Ul/L 311-16,700 1608 2494 1407 252
Protrombina

Pt Seg 1,2 11,3 11,1 10,9
Control Seg 12 12 12 12
INR (IS1) 0,9 0,9 0,9 0,9
aPTT Seg 03-12 17 17 19,5 19
Control Seg 17.8-233 29,5 295 30 30
aPTT (Razoén) (Razon) 0.6 0,6 0,7 0,6
Fibrinéggeno g/L 2,06-613 3.2 3 24 2.6
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FIGURA 4D
REFERENCIA (unidades) CERDOn°4 CERDO n°4 CERDQnN®4 CERDO n®°4
Analisis de datos de Valores (20/09/08)  (21/09/06) (22’09/ 06) (26/09/06)
laboratorio DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 7
CBC
WBC mifmm®* 7 a 20 26700 16800 21300 29700
RBC mi¥mm® 5a 8 6,11 5,67 6,28 4,89
Hg g/dL 6.9 a 12,7 11,1 10,4 11,6 9,3
Hct % 15 - 37 33 30 34 27
MCV FI 50 - 68 54 54 54 56
MCH Pg 17 -23 18 18 19 19
MCHC gldL 30 - 36 34 34 35 34
RDW % 20 20 20 25
WBC-dif
Polimorfos % 28 - 50 69 60 48 67
Linfocitos % 40 - 60 25 32 46 24
Monocitos % 2 a0 6 7 2 9
Eosindfilos % 0-10 0 0 4 0
Plaquetas mm?® 120k ~ 720k 645000 564000 586000 676000
Glucosa mo/dL 65— 150 100 65 75 70
Acido lactico mmol/L 191-247 3,14 1,13 0,95 1,58
BUN mg/dL 6-30 26 10 10 15
Creatinina mo/dL 08-36 1 0,8 08 0,6
Sodio mmol/L 135 —150 141 139 138 142
Potasio mmollL.  41-69 43 4,1 49 45
Cloruro mmolll. 94 =113 99 100 99 o8
Hidrogenocarbonate mmo¥L 22 _ 46 28 34 30 34
Calcio mmollL 2,07 - 3,32 2,25 2,27 2 42 2,59
Magnesio mmol. 0,7 —1,00 0,95 0,82 0,86 0,80
Fosfato mg/dL.  7,0-10.9 8,6 6,4 7.5 9,3
Osmolalidad mOsm/kg 280 - 306 295 284 287 292
SGOT (AST) uI/L 29 - 1140 o8 58 34 24
SGPT (ALT) Ui 7 - 161 53 55 56 54
LDOH UL 286 -12.000 1083 977 933 586
CPK UIL 311-16.700 3687 2677 1346 326
Protrombina
Pt Seg 9,9 10,9 10,7 10,5
Control Seg 12 12 12 12
INR (IS1) (Razén) 0.8-1.2 08 0,9 0,9 0,9
aPTT Seg 17,8-233 225 20,5 18,5 17
Control Seg 30,5 29 30 30
aPTT (Razén) 0!7 077 OPG 0!6
Fibrindgeno gL 206-613 3 3,2 2,7 2.8
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FIGURA 4E

CERDOn®5 CERDON®5 CERDOn®5 CERDQN®5
Analisis de datos de REFERENCIA (unidades) (28/08/06) (29/09/06) (30/09/06) (4/10/06)

laboratorio Valores DIA 1 DIA 2 DIiA 3 DIA 7
CBC
WBGC milmm® 7 a 20 21700 19700 20300 22700
RBC miimm® 5a 8 6,35 57 5,58 6,23
Hg gldL 89 a 127 11,1 9,9 9,8 11
Hct % 15 - 37 33 29 29 33
MCV Fi 50 — 68 51 51 51 52
MCH Pg 17 -23 18 17 18 18
MCHC g/dL 30 - 36 34 35 34 34
RDW % 21 20 21 21
WBC-dif
Polimorfos % 28 - 50 53 45 42 52
Linfocitos % 40 - 60 43 49 52 41
Monocitos % 2 a10 3 3 3 5
Eosindfilos % 0-10 1 1 2 1
Plaquetas mm?® 120k - 720k 531000 456000 479000 513000
Glucosa mg/dL 65 - 150 171 97 84 79
Acido lactico mmol/L 1,91-247 4,96 0,7 1,3 3,21
BUN mg/dL 6—30 29 23 21 17
Creatinina mg/dL 0,8-3,6 1 0,8 0,7 0,9
Sadio mmollL  135-150 142 144 150 142
Potasio mmolL  4,1-869 4,6 4,7 46 46
Cloruro mmolL  94-113 99 104 107 98
Hidrogenocarbonato pymey). 22 - 46 35 30 31 35
Calcio mmokL  2,07-332 245 2,52 2,54 2,59
Magnesio mmo¥L  ©07- 1,00 107 1,07 1,03 1,15
Fosfato mg/dL 7-109 7,9 82 7.7 9,4
Osmolalidad mOsm/kg 280 - 306 305 304 310 297
SGOT (AST) uliL 29 - 1440 45 34 38 23
SGPT (ALT) uliL 7 -161 57 56 58 45
LDH UI/L 286-12.000 702 641 601 498
CPK UI/L 311-16.700 2719 1916 1606 505
Protrombina
Pt Segq 11,2 10,9 11 11,4
Control Seg 12 12 12 12
INR (IS1) (Razén) 08-1,2 0,9 0,9 0,9 1
aPTT Seg 17,8-233 155 16,5 18 17,5
Control Seg 30,5 29,5 30 30,5
aPTT (Razon) 0,5 0.6 0,6 0,6
Fibrindgeno gt 2,06-6,13 29 2,6 2.4 2,3
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FIGURA 4F

CERDO n°6 CERDONn*6 CERDON°6 CERDO nNn®6
Andlisis de datos de REFERENCIA (unidades)  (19/10/06)  {20/10/06)  (21/10/06)  (25/10/08)

laboratorio Valores DiA 1 DiA 2 DIA 3 DiA 7

CBC
WBC mimm? 7a 20 21400 21100 20800 17000
RBC mifmm® 5 a8 6,05 5,49 577 5,36
Hg g/dL 69a 127 11,7 10,6 1.1 10,2
Het % 15-37 34 31 32 30
MCV Fl 50 - 68 57 57 o6 56
MCH Pg 17 -23 19 19 19 19
MCHC g/dL. 30-~36 34 34 35 34
RDW % 16 16 18 16
WRBC-dif
Polimorfos % 28 - 50 51 66 68 54
Linfocitos % 40 - 60 47 31 32 36
Monocitos % 2a10 2 3 0 6
Eosindfilos % 0-10 0 0 0 1
Plaquetas Mm? 120k - 720k 601000 595000 6168000 711000
Glucosa mg/dL 65 - 150 74 91 105 108
Acido lactico mmol/L 1,91-2,47 1,06 0,89 1,17 1,3
BUN mg/dL 6 - 30 10 14 9 16
Creatinina ma/dL 0,8-3,6 0.7 0,7 0,8 0,5
Sodio mmol/L 135 -150 138 139 143 145
Potasio mmol/L 41-6,9 38 4.4 4 45

Cloruro mmol/L 94 - 113 98 9g 103 100

Hidrogenocarbonato mmoliL 22-46 3 32 3 40
Calcio mmal/L 2,07 - 3,32 2,40 2,40 2,37 2,89
Magnesio mmol/L. 0,7 - 1,00 0,90 0,86 0,70 0,90
Fosfato ma/dL 7.0-108 8,4 7.3 7.4 8,8
Osmolalidad mOsm/ikg 280 - 306 300 301 286 309
SGOT (AST) Ul/L 29 -1140 103 111 50 29
SGPT (ALT) UI/L 7 -161 43 54 56 49
LDH UL 286 -12.000 867 939 738 618
CPK uIiL 311-16.700 11870 11528 4305 346
Protrombina
Pt Seg 15,5 16,2 13 11,8
Control Seg 12 12 12 12
INR (1S]) (Razon) 0,8-1,2 1,3 1.4 1,1 1
aPTT Seg 17,8 - 23,3 21 23,5 23 23.5
Control Seg 30,5 29 29,5 29
aPTT (Razon) 0,7 0,8 0,8 0,8

g/L 2,06 -6,13 3,2 2,7 2,2 1,6
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FIGURA 4G

Tabla de datos resumen - Valores de referencia y promedio del analsis de

datos de sangre en un modelo de cerdo normovolémico

Andlisis
Perfil de células y
sanguineo

RBC

Hg

Hct

WBC
Linfocitos
Plaquetas
Pt[INR]}
aPTT
Fibrindgeno
Electrolitos
Sodio
Potasio
Calcio
Magnesio
Hidrogenccarbonato
Osmolalidad
Metabolitos
Glucosa
Acido lactico
BUN
Creatinina
Enzimas
LDH

SGOT (AST)
SGPT (ALT)
CPK

Valores de referencia

5 - 8 miymm®

6,9 -12,7 g/Dl

15-37 %

7 - 20 mil/mm®

40 - 60 %

120.000 — 720.000 mm®
08-1,2

17,8 - 23,3 seg

2,06 - 6,13 g/L

135 - 150 mmol/l.
4,1 - 6,9 mmol/L
2,07 - 3,32 mmol/L
0,70 - 1,00 mmol/L
22 — 46 mmol/L
280 - 306 mOsmikg

65 — 150 mg/DI
1,91 - 2,47 mmol/L
6 - 30 mg/dL

0,8 — 3,6 mg/dL

286 -12.000 UKL
29 -1140 UI/L

7 -161 UL
311-16.700 Ul/L

33

Valores promedio a lo lar

Dia 1
6,286
11,26
32,8
23000
45,4
470600
0.98
18,6
3,10

140.4
4,18
2,40
0,83
30,8

295,4

102,6
2,09
18,0
0,82

794
734
43,8

5023.8

experimenta
Dia 2 Dia 3
5,908 6,004
10,58 10,78
306 31,6
17540 20120
51,0 51,0
518000 529200
1,02 0,96
20,0 19,8
2,96 2,52
140,8 143,8
4,32 4 46
2,43 2,48
0,90 0,89
30,4 30,2
295.8 300,0
89 90,2
0,80 1,24
14,8 13,8
0,78 0,8
7914 716,2
61,8 38,8
51,2 51,8
4642 2441,2

gio del periodo

Dia 7
5,796
10,46
30,6
249860
34,4
560000
0,96
19,3
2,26

1414
442
2,62
0,95
332

2956

86,2
2,31
14,8
0,68

580,2
27,2
55,8

4344
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FIGURA 10

Razon ADP:ATP antes y después de la reperfusion (6 h)

0,601
0,50 = RS
30C lavado
s 0.40 WS
3 aRs-|
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CS

ANTES 6H
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