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DESCRIPCION

Composicion que comprende una hemoglobina extracelular de Arenicolidae para la preservacion de los 6rganos y su
uso

Sector de la técnica

La presente invencion se refiere al uso de una composicion que comprende al menos una globina, uno protémero de
globina o una hemoglobina extracelular de Arenicolidae, una solucion estabilizante y/o una solucién de conservacion
de d6rganos utilizada clinicamente, teniendo dicha composicidon una temperatura de entre 0°C y 37°C, para la
preservacion de al menos un érgano in situ en una donacion de donante después de muerte cerebral o una donacion
de donante después de parada cardiaca.

Estado de la técnica

La donacion de 6rganos es la recoleccion de érganos de un cuerpo humano, llamado donante, con el propésito de
tratar a un paciente, llamado receptor, cuyos érganos estan seriamente danados.

Una de las dificultades de esta donacion radica en el tiempo de conservacion de los érganos. De hecho, en la
normotermia (37°C), antes y/o después de la recoleccidon en el donante, un érgano se somete a un periodo de
isquemia caliente, es decir, un periodo en el que el érgano ya no se perfunde por la sangre del donante, y todavia no
se refrigera. Se deteriora rapidamente y ya no se suministra con oxigeno. El tiempo aceptable para asegurar la
posterior reanudacion de la funcion del 6rgano de trasplante varia de un 6rgano a otro, cuando dicho 6rgano se
conserva en la hipotermia (es decir, a alrededor de 4°C). Por ejemplo, es aproximadamente de 4 a 6 horas para un
corazoén o un pulmoén, de 8 a 12 horas para un higado, de 24 a 48 horas para un rifién y de 8 a 10 horas para un
pancreas o un intestino. Por tanto, el trasplante debe llevarse a cabo dentro de un periodo bien definido, a fin de
garantizar que se mantiene la funcionalidad del érgano.

Por otra parte, la hipotermia es el componente esencial de la conservacién. Tan pronto como se retira, el 6érgano
trasplantado se enfria, con el fin de llevar rapidamente su temperatura de 37°C a 4°C; para esto, el 6rgano se
enjuaga con una solucién de preservacion a través de los vasos y luego simplemente se sumerge en esta soluciéon
de preservacion mantenida a baja temperatura mediante hielo picado segun unas condiciones asépticas
garantizadas. La disminucion de la temperatura de los tejidos conduce a una disminucion en el metabolismo celular,
es decir, una ralentizacion de la actividad enzimatica catalitica requerida para la viabilidad celular, pero sin detenerla
(Belzer, F.O., Southard J.H .Principles of solid-organ preservation by cold storage. Transplantation 1988; 45(4): 673-
676). El érgano de trasplante colocado a 4°C experimenta una disminuciéon de su metabolismo de aproximadamente
el 85%. Asi, la hipotermia permite combatir los efectos nocivos de la falta de oxigeno y de nutrientes inducida por la
detencion de la circulacion sanguinea y aplaza la muerte celular, responsable de la necrosis de los tejidos.

A pesar de la escasez de donaciones, la preservacion del 6rgano de trasplante y la oxigenacion del mismo, durante
un tiempo mas largo, son preocupaciones esenciales; esto permite que la calidad del 6rgano se mantenga, la
supervivencia prolongada del érgano, y por lo tanto un trasplante exitoso. De hecho, a pesar de que se reduce el
metabolismo de un 6rgano de trasplante conservado a 4°C, todavia necesita oxigeno, al igual que todos los tejidos
aerobicos.

Ademas, la mayoria de los sustitutos de sangre disponibles en la actualidad, tales como los perfluorocarbonos
(PFC), los HBOC o la sangre humana, son capaces de oxigenar los érganos, pero no se pueden utilizar en cualquier
temperatura. En particular, no son funcionales o estables a 4°C. Por otra parte, los PFC no son transportadores de
oxigeno, sino solutos capaces de disolver una gran cantidad de oxigeno segun la presion parcial de oxigeno. No
pueden, por tanto, ser utilizados simplemente, y pueden crear problemas de estrés oxidativo.

El documento FR2919785 describe el uso de una composicién que comprende al menos una globina, un protémero
de globina o una hemoglobina extracelular de Anélidos y un medio de conservacién de érganos para la preservacion
de un drgano durante trasplantes. Esta globina, protbmero de globina o hemoglobina extracelular pertenecen en
particular a unos gusanos marinos tales como Arenicola marina.

El documento W0O2010/128159 describe el uso de una composicion que comprende una hemoglobina extracelular
de Nereis virens. Esta composicion comprende también una solucién de conservacion de érganos, como la solucién
UW o la Custodiol. La composicidon protege unos érganos contra el deterioro por la isquemia y/o anoxia. Puede
usarse para preservar un érgano aislado o en un donante fallecido en estado de muerte cerebral.

Sorprendentemente, los inventores han descubierto ahora que la administracion, preferiblemente por inyeccion
intracorpdrea, de una composicion especifica, dicha composicion teniendo una temperatura de entre 0°C y 37°C, en
una donacion de donante después de muerte cerebral o después de parada cardiaca, hace que sea posible
preservar y oxigenar dichos 6rganos de donantes en condiciones 6ptimas, con el fin de mantener sus funciones
antes de su recoleccion de dicho donante. La composicion especifica comprende una hemoglobina extracelular de
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Arenicolidae, una solucién estabilizante y/o una soluciéon de conservacion de érganos. La administracion in situ de
dicha composicién hace que sea posible mantener las funciones de los érganos en condiciones 6ptimas antes de
que se recolecten, y enfriar dichos 6rganos o mantenerlos a cualquier temperatura entre 0 y 37°C, preferiblemente
en la normotermia. La composicién de acuerdo con la invencion, que contiene un transportador de oxigeno, también
hace que sea posible de manera eficiente oxigenar los 6rganos in situ en el donante y garantizar su calidad.
Finalmente, la composicion segun la invencién es estable y funcional tanto a 4°C como a 37°C.

Objeto de la invencidn

La presente invencion se refiere por tanto al uso de una composicién que comprende al menos una globina, un
protdmero de globina o una hemoglobina extracelular de Arenicolidae, una solucion estabilizante y/o una solucién de
conservacion de érganos, teniendo dicha composicidon una temperatura de entre 0°C y 37°C, para la preservacion de
un 6érgano en una donacién de donante después de muerte cerebral o después de parada cardiaca. Por tanto, la
preservacion del 6rgano se lleva a cabo directamente in situ en el donante fallecido. La composicion de acuerdo con
la invencién puede ser perfundida directamente en el donante en espera de la recoleccion de los diversos érganos
para trasplante (corazén, pulmoén, higado, rifiones, pancreas, intestino, cérnea...).

La presente invencion se refiere igualmente al uso de una composicion que comprende al menos una globina, un
protdmero de globina o una hemoglobina extracelular de Arenicolidae, una solucion estabilizante y/o una solucién de
conservacion de érganos, teniendo dicha composicion una temperatura de entre 0°C y 37°C, para preparar una
composicién farmacéutica para preservar al menos un 6rgano en una donacién de donante después de muerte
cerebral o después de parada cardiaca. La presente invencidon se refiere igualmente a una composicion que
comprende al menos una globina, un protémero de globina o una hemoglobina extracelular de Arenicolidae, una
solucion estabilizante y/o una solucién de conservacion de 6rganos, teniendo dicha composicion una temperatura de
entre 0°C y 37°C, para usarse para preservar al menos un 6rgano en una donacién de un donante después de
muerte cerebral o después de parada cardiaca.

Se describe igualmente el uso de una solucién acuosa que comprende cloruro de sodio, cloruro de calcio, cloruro de
magnesio, cloruro de potasio, gluconato de sodio y acetato de sodio, y opcionalmente uno o mas antioxidantes,
dicha solucién acuosa teniendo un pH de entre 6,5 y 7,6, preferiblemente igual a 7,1 + 0,5, preferiblemente de
aproximadamente 7,35, para la preservacion de al menos un érgano in situ en una donaciéon después de muerte
cerebral o después de parada cardiaca. Esta solucién acuosa se puede combinar con una solucién de conservacion
de o6rganos, es decir, puede ser mezclada con una soluciéon de conservacion de d6rganos. Preferentemente, dicha
solucion acuosa comprende 90 mM de NaCl, 23 mM de gluconato de Na, 2,5 mM de CaClz, 27 mM de acetato de
Na, 1,5 mM de MgClz, 5 mM de KClI, y tiene un pH de 7,1 = 0,5, y opcionalmente entre 0 y 100 mM de antioxidante
de tipo acido ascérbico y/o reduccién de glutation. Dicha solucién tiene preferiblemente una osmolaridad de entre
300 y 350, y preferentemente de 302 mOsmol/l.

Segun la invencion, la preservacion de 6rganos se lleva a cabo directamente en el donante post mortem. El donante
fallecido puede estar en estado de muerte cerebral o parada cardiaca. En este Ultimo caso, se hace referencia a la
obtencion de 6rganos sin latidos de corazon.

La muerte cerebral, también conocida como coma irreversible o coma en etapa IV, se define como el cese
irreversible completo y definitivo de la actividad del cerebro, a pesar de que la circulacion de sangre persiste. Un
donante esta en estado de muerte cerebral, o muerte encefalica, cuando el encéfalo se destruye de forma
irreversible, a pesar de la persistencia temporal de una actividad hemodinamica y de una vascularizaciéon de los
organos.

Un donante estd en parada cardiaca si esta parada cardiaca es irreversible después de haber cesado las medidas
de reanimacion. El tiempo después del cual la asistolia se considera que es irreversible es de aproximadamente un
minuto, después de haber dejado de realizar las medidas de reanimacion. Sin embargo, las recomendaciones
requieren un periodo de mas de 5 minutos.

La composicién segun la invencién comprende:

- al menos una globina, un protémero de globina o una hemoglobina extracelular de Arenicolidae, y
- una solucidn estabilizante y/o una solucion de conservacion de érganos.

La composicion de acuerdo con la invencion puede, pues, comprender o bien al menos una globina, un protémero
de globina o una hemoglobina extracelular de Arenicolidae, y una solucién estabilizante; o bien al menos una
globina, un protémero de globina o una hemoglobina extracelular de Arenicolidae, y una solucién de conservacion de
organos; o bien al menos una globina, un protémero de globina o una hemoglobina extracelular de Arenicolidae, una
solucion estabilizante y una solucion de conservacion de 6rganos.

La composicidon de acuerdo con la invencion por lo tanto comprende al menos un compuesto elegido entre la
hemoglobina extracelular de Arenicolidae, sus protdmeros de globina y sus globinas.
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La hemoglobina extracelular de Anélidos esta presente en las tres clases de Anélidos: los Poliquetos, los
Oligoquetos y los Aquetos. Se hace referencia a la hemoglobina extracelular, ya que, naturalmente, no esta
contenida en una célula, y por lo tanto puede circular libremente en el torrente sanguineo sin modificacion quimica
para estabilizarla o hacerla funcional.

La hemoglobina extracelular de Anélidos es un biopolimero gigante con un peso molecular de entre 2.000 y 4.000
kDa, que consiste en aproximadamente 200 cadenas polipeptidicas de entre 4 y 12 tipos diferentes que
generalmente se agrupan en dos categorias.

La primera categoria, con 144 a 192 componentes, agrupa a las cadenas denominadas "funcionales" de polipéptidos
que llevan un sitio activo de tipo hemo, y son capaces de unirse de manera reversible al oxigeno; estas son cadenas
de tipo globina, cuyos pesos son entre 15 y 18 kDa y que son muy similares a las cadenas tipo a y 8 de vertebrados.

La segunda categoria, con 36 a 42 componentes, agrupa a las cadenas de polipéptidos denominadas "estructurales”
o "enlazadoras" que tienen poco o ningun sitio activo, pero que permiten el ensamblaje de las subunidades llamadas
subunidades de una doceava parte o protémeros.

Cada molécula de hemoglobina consiste en dos hexagonos superpuestos que han sido nombrados bicapa
hexagonal (hexagonal-bilayer), y cada hexagono esta en si mismo formado por el ensamblaje de seis subunidades
(o "subunidades de una doceava parte" o "protémeros") en la forma de una gota de agua. La molécula original se
compone de doce de estas subunidades (dodecamero o protémero). Cada subunidad tiene un peso molecular de
entre 200 y 250 kDa, y constituye la unidad funcional de la molécula original.

Segun la invencion, la hemoglobina extracelular de Anélidos se elige entre las hemoglobinas extracelulares de la
familia de los Arenicolidae. AUn mas preferentemente, la hemoglobina extracelular de Anélidos es la hemoglobina
extracelular de Arenicola marina.

Segun la invencién, la composicién también puede comprender al menos un protémero de globina de la
hemoglobina extracelular de Arenicolidae. Dicho protdmero constituye la unidad funcional de la hemoglobina original,
como se indica mas arriba.

Finalmente, la composicion también puede comprender al menos una cadena de globina de la hemoglobina
extracelular de Arenicolidae. Tal cadena de globina en particular, puede ser elegida entre las cadenas de globina
tipo Ax y/o Bx de hemoglobina extracelular de Arenicolidae.

La hemoglobina extracelular de Anélidos y los protémeros de globina de la misma tienen actividad de superéxidos
de dismutasa intrinseca (SOD, por sus siglas en inglés), y por lo tanto no requieren ningin antioxidante con el fin de
funcionar, al contrario del uso de una hemoglobina mamifera, para la cual las moléculas antioxidantes se encuentran
en el interior de las células rojas y no se unen a la hemoglobina. Por otra parte, la hemoglobina extracelular de
Anélidos, sus protomeros de globina y/o sus globinas no requieren un cofactor para funcionar, al contrario de la
hemoglobina mamifera, en particular, humana. Por ultimo, la hemoglobina extracelular de Anélidos, sus protdmeros
de globina y/o sus globinas que no poseen tipo de sangre, evitan cualquier problema de reaccion inmunolégica.

La composicion de acuerdo con la invencion puede comprender también una solucién estabilizante, la composicion
de la cual es compatible con una solucién de conservacion de 6rganos. Esta solucién estabilizante crea un entorno
salino que es adecuado para la hemoglobina, sus protdmeros y sus globinas, y por lo tanto permite que la estructura
cuaternaria y por lo tanto la funcionalidad de esta molécula se mantenga. En virtud de la solucién estabilizante, la
hemoglobina, sus protdmeros y sus globinas son capaces de realizar su funcién de oxigenacion de los 6rganos.

La solucién estabilizante segun la invencion es una solucién acuosa que comprende sales, preferiblemente iones de
cloruro, sodio, calcio, magnesio y potasio, y confiere a la composicién de acuerdo con la invencién, un pH de entre
6,5 y 7,6; su formulacién es similar a la de un liquido inyectable fisiolégicamente, y puede ser utilizada sola como
una solucién de conservacion, o en combinaciéon con la hemoglobina, o en combinaciéon con una solucién de
preservacion de organos comercial. En estas condiciones, la hemoglobina extracelular de Arenicolidae, sus
protomeros de globina y sus globinas siguen siendo funcionales, y la composicion de acuerdo con la invencién, que
se administra a entre 0°C y 37°C al donante, es compatible con los érganos a ser preservados y oxigenados.

En la presente descripcion, el pH se entiende que es a temperatura ambiente (25°C), a menos que se indique lo
contrario.

Preferiblemente, la solucion estabilizante es una solucién acuosa que comprende cloruro de sodio, cloruro de calcio,
cloruro de magnesio, cloruro de potasio, y también gluconato de sodio y acetato de sodio, y tiene un pH de entre 6,5
y 7,6, preferiblemente igual a 7,1 + 0,5, preferiblemente de aproximadamente 7,35. Mas preferentemente, la solucion
estabilizante es una solucion acuosa que comprende 90 mM de NaCl, 23 mM de gluconato de Na, 2,5 mM de CaClz,
27 mM de acetato de Na, 1,5 mM de MgClz, 5 mM de KCI, y tiene un pH de 7,1 £ 0,5, que puede contener entre 0 y
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100 mM de antioxidante de tipo acido ascorbico y/o glutation reducido. Dicha soluciéon tiene preferiblemente una
osmolaridad de entre 300 y 350, y preferentemente de 302 mOsmol/l.

Finalmente, la composicién segun la invencion puede comprender una solucién de conservacion de 6rganos. Esta
solucion hace que sea posible mantener el metabolismo basal de las células que constituyen el érgano de
trasplante. Cumple con un triple objetivo: lavar la sangre arterial del 6érgano de trasplante, lleva el 6rgano de
trasplante de forma homogénea a la temperatura de conservacion deseada, y protege y previene el dafio causado
por la isquemia y la reperfusion y optimiza la reanudacion de la funcién. Por consiguiente, la solucion de
conservacion de érganos es clinicamente aceptable.

La solucién de conservacion de érganos es una solucion acuosa que tiene un pH de entre 6,5 y 7,5, que comprende
sales, preferiblemente iones de cloruro, sulfato, sodio, calcio, magnesio y potasio; azucares, preferentemente
manitol, rafinosa, sacarosa, glucosa, fructosa, lactobionato (que es un impermeante), o gluconato; antioxidantes,
preferiblemente glutation; agentes activos, preferiblemente inhibidores de la xantina oxidasa, tales como alopurinol,
lactatos, aminoacidos tales como histidina, acido glutamico (o glutamato), triptéfano; y coloides opcionalmente, tales
como almidén de hidroxietilo , polietilenglicol o dextrano.

De acuerdo con una modalidad de realizaciéon preferida de la invencion, se elige la solucion de conservacion de

organos entre:

- la solucién de la Universidad de Wisconsin (UW o Viaspan®), que tiene una osmolaridad de 320 mOsmol/kg y un
pH de 7,4, que tiene la siguiente formulacion para un litro en agua:

Lactobionato de potasio: 100 mM
KOH: 100 mM

NaOH: 27 mM

KH2PO4: 25 mM

MgSQO4: 5 mM

Rafinosa: 30 mM

Adenosina: 5 mM

Glutation: 3 mM

Alopurinol: 1 mM

Almidon de hidroxietilo: 50 g/l,

- IGL-1®, que tiene una osmolaridad de 320 mOsm/kg y un pH de 7,4, que tiene la siguiente formulacion para un
litro en agua:

NaCl: 125 mM

KH2PO4: 25 mM

MgSQO4: 5 mM

Rafinosa: 30 mM

Lactobionato de potasio: 100 mM

Glutatiéon: 3 mM

Alopurinol: 1 mM

Adenosina: 5 mM

Polietilenglicol (peso molecular: 35 kDa): 1 g/,

- Celsior®, que tiene una osmolaridad de 320 mOsm/kg y un pH de 7,3, que tiene la siguiente formulacién para un
litro en agua:

Glutatiéon: 3 mM

Manitol: 60 mM

Acido lactobiénico: 80 mM

Acido glutamico: 20 mM

NaOH: 100 mM

Dihidrato de cloruro de calcio: 0,25 mM
MgSOa4: 1,2 mM

KCI: 15 mM

Hexahidrato de cloruro de magnesio: 13 mM
Histidina: 30 mM,

- SCOT 15 Multi Organes Abdominaux® y SCOT 30 Greffons Vasculaires® de Macopharma, ambos
comprendiendo en particular polietilenglicol de peso molecular alto (20 kDa,

- BMPS Belzer®, o solucién de perfusion por maquina Belzer o KPS1, que comprende en particular 100 mEqg/I de
sodio, 25 mEq/I de potasio, un pH de 7,4 a temperatura ambiente, y que tiene una osmolaridad de 300 mOsm/I,

- Solucién Custodiol® HTK Solution, que tiene la siguiente formulacién para un litro en agua, el pH siendo 7,20 a
temperatura ambiente y la osmolaridad siendo de 310 mOsm/kg:
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NaCl: 18,0 mM

KCI: 15,0 mM

KH2PO4: 9 mM

2-cetoglutarato de potasio hidrogenado: 1,0 mM
Hexahidrato de cloruro de magnesio: 4,0 mM
Histidina,HCI,H20: 18,0 mM

Histidina: 198,0 mM

Triptéfano: 2,0 mM

Manitol: 30,0 mM

Dihidrato de cloruro de calcio: 0,015 mM,

Euro-Collins®, que tiene una osmolaridad de 355 mOsm/kg y un pH de 7,0, y que tiene la siguiente formulacion
para un litro en agua:

Sodio: 10 mM
Potasio: 115 mM
Cloruro: 15 mM
H2PO4: 15 mM
HPO42: 42,5 mM
HCOs3: 10 mM
Glucosa: 194 mM,

Soltran®, que tiene una osmolaridad de 486 mOsm/kg y un pH de 7,1, y que tiene la siguiente formulacién para
un litro en agua:

Sodio: 84 mM
Potasio: 80 mM
Magnesio: 41 mM
Sulfato: 41 mM
Manitol: 33,8 g/l
Citrato: 54 mM
Glucosa: 194 mM,

Perfadex®, que tiene una osmolaridad de 295 mOsmol/l y que tiene la siguiente formulacién en agua:

50 g/l de dextrano 40 (peso molecular: 40.000),
Na+: 138 mM,

K+: 6 mM,

Mg2+: 0,8 mM,

Cl-: 142 mM,

S04 0,8 mM,

(H2PO4 + HPO4%): 0,8 mM y

Glucosa: 5 mM,

Ringer lactate®, que tiene la siguiente formulacién, en agua, el pH siendo entre 6,0 y 7,5 a temperatura ambiente
y que tiene una osmolaridad de 276,8 mOsmol/l:

Na+: 130 mM,

K+: 5,4 mM,
Ca2+:1,8 mM,

Cl-: 111 mM,
Lactatos: 27,7 mM,

Plegisol®, que tiene la siguiente formulacién, en agua:

KCI: 1,193 g/l,

MgClz, 6 H20: 3,253 g/I,
NaCl: 6,43 g/l

CaCl2: 0,176 g/l,

Solucién del Hospital Edouard Henriot, que tiene la siguiente formulacién en agua, el pH siendo igual a 7,4 a
temperatura ambiente, y que tiene una osmolaridad de 320 mOsmol/I:

KOH: 25 mM,
NaOH: 125 mM,
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KH2PO4: 25 mM,

MgClz2: 5 mM,

MgSOa4: 5 mM,

Rafinosa: 30 mM,
Lactobionato: 100 mM,
Glutation: 3 mM,

Alopurinol: 1 mM,
Adenosina: 5 mM,

Almidén de hidroxietilo 50 g/l,

-y la solucién Steen®, que comprende albumina de suero humano, dextrano y electrolitos extracelulares con una
concentracion baja de potasio.

Todas estas soluciones de conservacion de érganos son productos comerciales.

Preferiblemente, la composicion segun la invencién comprende (i) la solucién estabilizante y (ii) la soluciéon de
conservacion de o6rganos, preferiblemente una de las soluciones comerciales descritas anteriormente, en una
relacion de peso (i):(ii) de entre 0:100 y 100:0.

Preferiblemente, la composicion de acuerdo con la invencién tiene un pH de entre 6,5y 7,6, y comprende:

- al menos una globina, un protémero de globina o una hemoglobina extracelular de Arenicolidae,

- iones de calcio, preferentemente en una cantidad de entre 0 y 0,5 mM;

- KOH, preferentemente en una cantidad de entre 20 y 100 mM;

- NaOH, preferentemente en una cantidad de entre 20 y 125 mM;

- KH2PO4, preferiblemente en una cantidad de entre 20 y 25 mM;

- MgCI2, preferiblemente en una cantidad de entre 3 y 5 mM;

- al menos un azucar elegido entre rafinosa y glucosa, preferentemente en una cantidad de entre 5 y 200 mM;

- adenosina, preferiblemente en una cantidad de entre 3 y 5 mM;

- glutation, preferiblemente en una cantidad de entre 2 y 4 mM;

- alopurinol, preferiblemente en una cantidad de entre 0 y 1 mM; y

- al menos un compuesto elegido entre almidon de hidroxietilo, polietilenglicoles de diversos pesos moleculares y
albumina de suero humano, preferentemente en una cantidad de entre 1y 50 g/I.

Tipicamente, la hemoglobina extracelular de Arenicolidae, sus protdmeros de globina y/o sus globinas esta presente
a una concentraciéon, en relacién con el volumen final de composicién, de entre 0,001 mg/ml y 100 mg/ml,
preferentemente entre 0,005 mg/ml y 20 mg/ml, mas preferentemente entre 1 mg/ml y 5 mg/ml, en particular, 1
mg/ml.

Tipicamente, la composicién de acuerdo con la invencion tiene una osmolaridad de entre 250 y 350 mOsml/l,
preferiblemente entre 275 y 310 mOsm/I, preferiblemente de aproximadamente 302 mOsm/I.

Preferiblemente, la composicién segun la invencién comprende (i) la hemoglobina extracelular de Arenicolidae, sus
protdmeros de globina y sus globinas, (ii) la solucion de conservacion de érganos v (iii) la solucién estabilizante, para
una dosis de hemoglobina de entre 0 g/l y 150 g/l, para una dilucion de la solucidon de conservacion de érganos en
una relacion volumétrica de 8 x 103 a 100 por ciento.

De acuerdo con una modalidad de realizacién preferida, la temperatura de las composiciones de acuerdo con la
invencion es de entre 0°C y 37°C, preferentemente entre 2°C y 32°C, preferentemente entre 4°C y 25°C y més
preferiblemente de aproximadamente 4°C.

Las composiciones de acuerdo con la invencidon hacen que sea posible trabajar tanto bajo condiciones de hipotermia
como en condiciones normotérmicas (cercana a la temperatura fisioldgica).

Un objeto de la invencion es también un método para conservar un érgano ex situ en una donacion de donantes
después de muerte cerebral o después de parada cardiaca del donante, que comprende las siguientes etapas:

a) perfusion de dicho donante fallecido con una composiciéon que comprende al menos una globina, un protémero
de globina o una hemoglobina extracelular de Arenicolidae, una solucion estabilizante y/o una solucion de
conservacion de organos, teniendo dicha composicion una temperatura de entre 0°C y 37°C, preferentemente
entre 2°C y 5°C, mas preferentemente de aproximadamente 4°C,

0 con una solucién acuosa que comprende cloruro de sodio, cloruro de calcio, cloruro de magnesio, cloruro de
potasio, gluconato de sodio y acetato de sodio, y opcionalmente uno o mas antioxidantes, dicha solucién acuosa
que tiene un pH de entre 6,5 y 7,6, preferiblemente igual a 7,1 + 0,5, preferiblemente de aproximadamente 7,35;
luego

b) recoleccién del 6rgano a ser trasplantado; luego
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c) conservacion por perfusion estatica o dinamica de dicho érgano obtenido en b), a una temperatura de entre
0°C y 37°C, preferentemente entre 2°C y 25°C, mas preferentemente de aproximadamente 4°C, durante un
tiempo determinado dependiendo de dicho érgano, en la composicién o la solucién acuosa definida en la etapa
a).

La expresién "tiempo determinado dependiendo de dicho 6rgano" se entiende que significa un tiempo de
conservacion que es especifico y depende del 6rgano a ser trasplantado, como se indicé anteriormente.

La composicion de acuerdo con la invencion se administra preferiblemente por inyeccion, en particular por inyeccion
intravascular. También puede ser administrada por circulacion regional normotérmica (CRN), es decir, con un catéter
arterial, un catéter venoso y un catéter de Fogarty, o por circulacion regional hipotérmica (CRH) para un enfriamiento
generalizado del donante. También se puede administrar usando una sonda de Gillot o cualquier otra técnica similar.

El sistema de CRN o CRH es una técnica para la circulacién extracorpérea del fluido sanguineo.

La sonda de Gillot permite, por su parte, un enfriamiento in situ de los érganos abdominales. En particular, cuando
se implanta en el circuito de la arteria femoral, hace que sea posible aislar la circulacion renal. Una rapida perfusion
de la composicion segun la invencion puede llevarse a cabo a través de la sonda de Gillot. Una via de descarga se
implanta a la altura de la vena femoral, lo que permite la evacuacion de la composicion de liquido perfundido.

Descripcion detalla de la invenciéon

La invencion se ilustra ahora por medio de los ejemplos siguientes.

Ejemplo 1:

Material y Métodos
Produccién y uso de M101 en soluciones de conservacion

M101 (HEMO2life®, Hemarina SA, Francia) es una solucién amortiguadora de hemoglobina de Arenicola marina, y
fue fabricada usando procedimientos estandar para la extraccion de los productos bioldgicos, de conformidad con
las especificaciones de la autoridad sanitaria. La proteina purificada se congela a -80°C y después se descongel6 a
4°C antes del experimento y se diluyd en una solucion de conservacion: UW (ViaSpan®, Bristol Myers Squibb,
Bélgica), HTK (Custodiol®, Alemania), IGL (IGL-1®, Institut Georges Lopez, Francia), Celsior (Celsior®, Genzyme,
Francia), Ringer Lactate (RL, Aguettant, Francia) o Perfadex (Perfadex®, Vitrolife, Suecia).

Analisis funcionales de M101
Fijacién del oxigeno

Se afadié M101 (1 g/l) a la solucién de UW. El gas N2 se utilizé para desoxigenar la solucion, o bien células LLC-
PK1 se incorporaron en la preparacion, y luego las dos preparaciones se sellaron herméticamente. La funcionalidad
de M101 se control6 por espectrofotometria, [35], siendo posible caracterizar oxihemoglobina y desoxihemoglobina.
Los espectros de absorcion se registraron en el rango 390-650 nm (UVmc2, SAFAS, Moénaco). El O2 disuelto (dO2)
se comprobd mediante un sensor de O2 (Metler Toledo, Francia).

Actividad de SOD

La actividad SOD de M101 se evalué por medio de una dosificacion de tetrazolio de nitro azul (NBT) modificado por
Oberley y Spitz [36]. Brevemente, fue generado superoxido por la xantina y la xantina oxidasa en presencia de
catalasa y DETAPAC. La reduccion del NBT se detectd por espectrofotometria a 560 nm. KCN se afiadié durante 1 h
a 4°C antes de comenzar el experimento con el fin de desactivar el complejo Cu/Zn-SOD. Un complejo Cu/Zn-SOD
derivado de eritrocitos bovinos se utilizd6 como control (Calbiochem). Una disminucién en la absorbancia indica un
aumento en la actividad de atrapamiento. El porcentaje de inhibicién de la produccion de anion superdxido se calculd
usando la férmula: [(A0-A1) / AOx100], donde AQO es la absorbancia del control y A1 es la absorbancia de las
muestras.

Anélisis estructurales de M101

Se afiadié M101 (1 g/l) a unas soluciones, su estructura se control6 en el tiempo mediante filtraciéon en gel isocratico
a temperatura ambiente con un muestreador automatico fijo a 4°C usando un sistema de HPLC (Dionex, Francia) y
una columna Superose 6C de 1 cm x 30 cm (rango de fracciones 5-5.000 kDa, GE Healthcare, Francia). El caudal
fue de 0,5 ml/min y el eluato se control6 con un detector de fotodiodos en el rango de 250-700 nm. Las curvas de
elucion se adquirieron y se procesaron usando el software Chromeleon® (Dionex).
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La curva de disociacion se obtuvo por normalizacién del area del pico M101 en el tiempo t (At) con el area del pico
de M101 en el momento 0 (At0), y se representé graficamente como una funcién del tiempo. El software Prism
GraphPad (softwares GraphPad, EE.UU.) se utiliz para ajustar la curva en un perfil lineal (f(AVAt0) = -kd.t, T /2=1/
(2.kd)) o monoexponencial (f(At/At0) = a.exp [-kd.t]). La aceptabilidad se calcul6 con el mejor coeficiente de
correlacion. La constante de disociacién (kd) y la vida media (T %) se dedujeron a partir de la mejor curva ajustada:
lineal o monoexponencial.

Experimentos en células a 4°C

Unas células del tubulo proximal porcino LLC-PK1 (CL-101, ATCC, LGC Standards, Francia) se cultivaron como se
ha descrito anteriormente [37]. Las lesiones de isquemia fria se simularon mediante el almacenamiento de una
monocapa de células a 4°C bajo atmdsfera ambiente en una solucién de preservacion (UW, HTK, IGL, Celsior, RL o
Perfadex) complementada o no con M101.

Las dosificaciones fueron:

- para la necrosis: la liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH) se ensay¢ utilizando un Kit de Dosificacion In
Vitro de Toxicologia;

- para la apoptosis: la actividad caspasa-3 se determiné usando el estuche de dosificacion fluorimétrico Caspasa-3
(R & D Systems, Francia);

- para la viabilidad: la actividad metabdlica se determiné utilizando la prueba MTT;

- para el contenido de energia: la ATP intracelular se determiné utilizando el kit de prueba bioluminiscente de
adenosina 5'-trifosfato (ATP). Los kits se utilizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las
reacciones se cuantificaron con un lector de multiples etiquetas (Victor 3, Perkin-Elmer, Francia).

Para cada parametro, los resultados se expresan como porcentaje de los valores medidos en las células
conservadas en frio en relacién con el valor medido en las células antes de la lesion (control).

Intervenciones quirdrgicas in vivo y grupos experimentales

Cerdos machos de tipo Large White (INRA/GEPA, Surgéres, Francia) se prepararon como se ha descrito
anteriormente [4], de conformidad con las recomendaciones francesas de la Commission d'Ethique pour 'Homme et
des Etudes chez I'Animal [Comité de Etica para Estudios en humanos y animales]. El rifién derecho fue recolectado,
el frio se inyecté y se mantuvo durante 24 horas antes del trasplante; este tiempo fue elegido porque es un poco
mas largo que el tiempo de duracién de isquemia fria recogida por la Red Unida para Compartir Organos para los
aloinjertos renales (19,6 + 8,4 h en 2000 [43]). El rifidén izquierdo se nefrectomizé con el fin de imitar la masa renal en
situacion trasplantada. Los equipos quirurgicos no tenian conocimiento de qué protocolo se estaba utilizando. El
tiempo para la anastomosis vascular fue de 30 + 5 minutos, la pérdida de sangre fue minima y no se observd
ninguna complicacion postoperatoria. Se estudiaron cuatro grupos:

1-UW: conservacion de los érganos con UW;

2-UW + M101: UW complementado con 5 g/l de M101;
3-HTK: HTK;

4-HTK + M101: HTK complementado con 5g/l de M101.

Los controles fueron los animales en los que se efectuaron las operaciones simuladas.
Parametros funcionales

Los cerdos se colocaron en una jaula metabdlica para las mediciones de diuresis (ml/24 h), de niveles de creatina en
sangre (mol/l), de fraccion excretada de sodio (%) y de proteinuria (g/24 h), como se ha descrito anteriormente [3-5].

Estudios morfologicos

Se tomaron biopsias 7 dias, 14 dias y 1 mes después de la reperfusion. La pérdida de bordes y el desprendimiento
endoluminal se evaluaron mediante una escala semicuantitativa de 6 puntos: 0 - ninguna anormalidad; 1 - lesiones
leves que afectan a menos de 25% de las muestras de rifiones; 2 - lesiones que afectan del 25-50% de las muestras
de rifiones; 3 - lesiones que afectan del 51-75% de las muestras de rifiones; 4 - lesiones que afectan a mas del 75%
de las muestras de rifidn y 5 - una necrosis generalizada y lesiones renales [38].

La determinacion cuantitativa de la invasion intersticial se adapté a partir de la clasificacion Banff [39]: 0 - No hay
células mononucleares inflamatorias en los tubulos; 1 - Focos con 1 a 4 células mononucleadas por seccién
transversal de tubulo o diez células de los tubulos; 2 - Focos con 5 a 10 células mononucleadas por seccién
transversal de tubulo y 3 - Focos de mas de 10 células mononucleadas por seccién de tubulo. La fibrosis
tubulointersticial se determind mediante la tincién Picrosirius [40]. La inmunohistoquimica se usé para medir la
invasion de células ED1+ y CD3+ (SouthernBiotech, EE.UU). La evaluacion cuantitativa se llevd a cabo en los
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campos de alta tension 5-10 (200X).
Métodos estadisticos

La media £+ SEM o SD se indica. Los datos in vitro se compararon mediante la prueba de Dunnett. Para datos in vivo
se utilizé la prueba de Mann-Whitney U para las comparaciones entre los 2 grupos (solo las comparaciones UW
comparada con UW + M101, y HTK frente a HTK + M101, se llevaron a cabo). Unas correlaciones se midieron con la
prueba de Spearman y la dependencia del efecto de M101 en la solucion utilizada fue probada usando una prueba
de ANOVA. Los softwares SPSS (IBM, EE.UU.) y Graphpad (Graphpad, EE.UU.) se utilizaron para los analisis
estadisticos. La significatividad fue aceptada para p <0,050.

Resultados
Funcionalidades de M101
Unién a O2:

La molécula M101 en solucion con UW se desoxigend burbujeando con N2 o mediante adicion de células LLC-PK1.
Los datos obtenidos con las células dan los mismos resultados que con N2. En condiciones atmosféricas
ambientales, M101 disuelto en UW esta bajo conformacién de HbO2 (normoxia). La preparacion fue luego
herméticamente sellada y el O2 se consumié por las células (hipoxia). Después de 75 min de hipoxia, el espectro de
M101 cambia gradualmente a la conformacién desoxi-Hb con un cambio de la banda de Soret, una disminucion de
las bandas Beta y Alfa, y un aumento de la absorbancia alrededor de 555 nm (datos no mostrados). La
desoxigenacion completa ocurrié después de 90 min de hipoxia: el espectro muestra un Soret con un maximo a 428
nm y una meseta, con un maximo a 555 nm, es decir un espectro caracteristico de un derivado de desoxi-Hb. Este
estado es reversible, ya que la oxigenacion de la preparacion provoca un retorno al espectro inicial de M101. La
medicion del dO2 se correlaciona con los espectros de absorcion de la luz (datos no presentados).

Actividad de SOD (datos no mostrados):

M101 es un antioxidante eficaz, con la inhibicion total de la formacién de NBT (93,5 + 1,1%). Esta actividad se refiere
a Cu/Zn-SOD ya que KCN, un inhibidor especifico de la actividad enzimatica de Cu/Zn-SOD, inhibe totalmente la
capacidad de atrapamiento de M101.

M101 es estable en las soluciones de preservacion comerciales (datos no mostrados)

Se analizé la estabilidad de M101 en UW, HTK, IGL, Celsior, RL y Perfadex. Las constantes de disociacion y la vida
media de M101 muestran que es estable durante largos periodos de tiempo.

M101 protege a las células in vitro contra las lesiones causadas por la conservacion por frio (datos no
mostrados)

La conservacion de las células epiteliales de rifidn en la soluciéon estandar, UW, fue muy perjudicial. La evaluacion
de la viabilidad celular por liberacion de LDH demostré una pérdida de viabilidad de las células después de 12 h de
CS. No se detectd ninguna activacion significativa de la caspasa-3. La actividad metabdlica y el contenido de ATP se
redujeron de forma concomitante a la liberacién de LDH.

M101 protege contra estos eventos: solo 0,312 g/l fueron suficientes para mejorar de manera significativa la
integridad estructural y metabdlica y el contenido de energia después de 24 horas. Proteccion total se alcanz6 a 1,25
g/l de M101 (liberacion de LDH: 6 + 8%, prueba de MTT: 71 £ 13% y contenido de ATP: 78 + 23%). El contenido de
energia de la célula se aumenta con concentraciones por encima de 2,5 g/l (contenido de ATP> 120% con respecto
al control). M101 también protegio las células renales de una manera dependiente del tiempo: la integridad celular se
preserva por completo (liberacion de LDH <20%) durante 24 horas a 1,25 g/l, durante 36 h a 2,5 g/l, durante 48 ha 5
g/l y durante 72 horas a 10 g/l.

Unos experimentos se reprodujeron con otras soluciones: RL, Perfadex, HTK, IGL y Celsior. Como para UW,
mantener las células en estas soluciones causa dafio celular estructural y/o funcional. Se obtuvieron dos tipos de
resultados: 1) de la misma manera como para UW, las células almacenadas en frio en RL y, en menor medida, en
Perfadex, exhiben tanto dafio estructural como funcional; 2) células almacenadas en frio en HTK, IGL o Celsior
Unicamente muestran lesiones funcionales. En cada solucién, la complementacién con M101 protege tanto la
integridad de las células como la funcionalidad de las células (liberacién de LDH <20% en todas las condiciones y
prueba MTT: 50-100%).

Recuperacion de la funcién renal del érgano de trasplante in vivo mas rapida con M101

Los cerdos trasplantados con un rifidn preservado con la mezcla UW + M101 comienzan nuevamente una
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produccién de orina en el dia 1 (en comparacion con el dia 2 para UW), y tuvieron una recuperacion mas rapida
hasta niveles de produccion de orina estables en el dia 4 (datos no mostrados, p = 0,016). Los grupos HTK tuvieron
una recuperacion equivalente de la diuresis. Los niveles de creatinina sérica en el grupo UW mostraron niveles altos
alcanzando un punto maximo en el dia 3, y, posteriormente, una disminucién lenta. Los animales UW + M101
mostraron niveles significativamente mas bajos, alcanzando su punto maximo en el dia 1, y recuperaron los niveles
pretrasplante en el dia 7 (p = 0,009, en todo momento, datos no mostrados). Los animales HTK mostraron un pico
de creatinina sérica alto en el dia 1, seguido de una lenta recuperacion por encima de los niveles | pretrasplante,
mientras que los animales HTK + M101 tienen un pico mucho menor en el dia 1 (p = 0,009), y una recuperacion mas
rapida hasta el nivel de pretrasplante en el dia 11. Las mediciones de la reabsorcion de sodio mostraron un
rendimiento mucho mas alto en los rifilones conservados con M101 en comparacién con la solucién sola.

La integridad de los tejidos se preserva mejor en los érganos trasplantados con M101

La evaluacién de la pérdida de bordes en cepillo y de la separacion de células, es decir, tipicas lesiones de tubulo
IRI, revel6 dafios considerables en los trasplantes UW en los dias 7 y 14, estabilizdndose en el mes 1. Los rifiones
conservados en UW + M101 exhibian lesiones menos extendidas. Los grupos HTK mostraron una tendencia similar
hacia la mejoria de las lesiones histoldgicas utilizando M101.

La inflamacion es menos severa en los rinones con M101

Hubo un considerable desarrollo de la respuesta inmune en los trasplantes UW durante todo el seguimiento. Los
rifiones conservados en UW + M101 mostraron poca infiltracion inmune desde el principio, y la reduccion de los
signos de inflamacion posteriormente. Los dos grupos HTK mostraron un bajo nivel de infiltracion. A los 3 meses, la
invasion de las células inmunes innatas (ED1+) y adaptativas (CD3+) muestra una disminucién de los niveles de
invasion en los riflones conservados con M101 en comparacion con la solucién sola.

Resultado mejorado por la suplementaciéon con M101

Los cerdos fueron sacrificados a los 3 meses, es decir, en el momento en que los inventores han demostrado el
desarrollo de la fibrosis cronica en este modelo [41, 42]. El desarrollo de la fibrosis intersticial y de la atrofia tubular
(IFTA) en los 6rganos de trasplante UW se propagd (23%), mientras que la complementacion con M101 lo redujo
significativamente (11%, p = 0,049). Los rifiones HTK también mostraron un desarrollo de IFTA considerable (25%).
Aqui también, la adicién de M101 redujo significativamente el desarrollo del dafio (10%, p = 0,038).

El dafo histoldgico se asocié con una pérdida cronica de la funcion, ya que los dos grupos HTK y UW mostraron
altos niveles de creatinina sérica y de proteinuria. Para las dos soluciones, la complementacién con M101 redujo
significativamente estos niveles.

La complementacion con M101 se correlaciona con mejores resultados al principio y después de 3 meses

Otros analisis estadisticos mostraron que la complementacién con M101 estaba negativamente correlacionada con
los niveles de creatinina en el dia 3 (R2 = 0,75, p = 0,0001) y con los niveles de la excrecion de sodio en el dia 3 (R2
= 0,74, p = 0,0001). Ademas, los inventores determinaron que la complementacion con M101 también tiene una
correlacion negativa con un resultado cronico (3 meses): con la creatinina (R2 = 0,75, p = 0,0001), la proteinuria (R2
= 0,55, p = 0,013) y la fibrosis (R2 = 0,78, p = 0,0001).

El ANOVA revelé que habia una interaccion entre M101 y la solucién utilizada para un resultado agudo: con los
niveles en sangre de creatinina (p = 0,001) y la reabsorcion de sodio (p = 0,04) en el dia 3; mientras que los efectos
crénicos de M101 después de 3 meses son independiente de la solucién utilizada (datos no presentados).
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una composicion que comprende al menos una globina de hemoglobina extracelular de Arenicolidae, un
protdmero de globina de hemoglobina extracelular de Arenicolidae o una hemoglobina extracelular de Arenicolidae,
una solucion estabilizante y/o una solucidn de conservacion de o6rganos, teniendo dicha composicion una
temperatura de entre 0°C y 37°C, para la preservacion de un 6rgano en una donacion de donante después de
muerte cerebral o una donacién de donante después de parada cardiaca.

2. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado por que la hemoglobina extracelular de Arenicolidae es la
hemoglobina extracelular de Arenicola marina.

3. Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizado por que la solucién estabilizante es una
solucién acuosa que comprende sales, y confiere a la composiciéon de acuerdo con la invencion un pH de entre 6,5 y
7,6.

4. Uso de acuerdo con la reivindicacion 3, caracterizado por que la solucidn estabilizante es una soluciéon acuosa
que comprende iones de cloruro, sodio, calcio, magnesio y potasio.

5. Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que la solucion estabilizante es una
solucion acuosa que comprende 90 mM de NaCl, 23 mM de gluconato de Na, 2,5 mM de CaClz, 27 mM de acetato
de Na, 1,5 mM de MgClz, 5 mM de KCI, y un pH de 7,1 £ 0,5.

6. Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por que la solucién de conservacion de
drgano es una solucién acuosa que tiene un pH de entre 6,5 y 7,5, y que comprende sales; azucares; antioxidantes;
agentes activos; y opcionalmente coloides.

7. Uso de acuerdo con la reivindicacion 6, caracterizado por que la solucién de conservacion de érgano es una
solucion acuosa que tiene un pH de entre 6,5y 7,5 y que comprende:

- sales elegidas entre iones de cloruro, sulfato, sodio, calcio, magnesio y potasio;

- azUcares elegidos entre manitol, rafinosa, sacarosa, glucosa, fructosa, lactobionato y gluconato;

- glutation;

- agentes activos elegidos entre inhibidores de xantina oxidasa tal como alopurinol, lactatos y aminoacidos, tal
como histidina, acido glutamico, triptéfano;

- y opcionalmente coloides elegidos entre almidén de hidroxietilo, polietilenglicol y dextrano.

8. Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado por que la hemoglobina extracelular de
Arenicolidae, sus protdmeros de globina y/o sus globinas, esta presente a una concentracion, en relacién con el
volumen final de composicién, de entre 0,001 mg/ml y 100 mg/ml, y por que la composicion tiene una osmolaridad
de entre 250 y 350 mOsm/I.

9. Uso de acuerdo con la reivindicacion 8, caracterizado por que la hemoglobina extracelular de Arenicolidae, sus
protomeros de globina y/o sus globinas, esta presente a una concentracién, en relacion con el volumen final de
composicion, de entre 1 mg/ml y 5 mg/ml, y por que la composicion tiene una osmolaridad de entre 275 y 310
mOsm/l, preferiblemente de aproximadamente 302 mOsm/l.

10. Método para conservar un érgano ex situ en una donacion después de muerte cerebral o una donacién después
de parada cardiaca, que comprende las siguientes etapas:

a) perfusion de dicho donante fallecido con una composicion de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 9;
luego

b) recoleccién del 6rgano a ser trasplantado; luego

c) conservacion por perfusion estatica o dinamica de dicho érgano obtenido en b), a una temperatura de entre
0°C y 37°C, preferentemente entre 2°C y 25°C, mas preferentemente de aproximadamente 4°C, durante un
tiempo determinado dependiendo de dicho érgano, en la composicion o la solucion acuosa definida en la etapa
a).

11. Método para conservar un érgano ex situ de acuerdo con la reivindicacion 10, caracterizado por que la etapa c)
de conservacion por perfusion estatica o dinamica de dicho érgano obtenido en b) se hace a una temperatura de
entre 2°C y 25°C.
12. Composicién que tiene un pH de entre 6,5 y 7,6, que comprende:

- al menos una globina, un protémero de globina o una hemoglobina extracelular de Arenicolidae,

- iones de calcio;
- KOH;
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- NaOH;

- KH2POyg;

- MgClz;

- al menos un azucar elegido entre rafinosa y glucosa;

- adenosina;

- glutation;

- alopurinol; y

- al menos un compuesto elegido entre almidén de hidroxietilo, polietilenglicoles de diversos pesos moleculares y
albumina de suero humano.

13. Composicién de acuerdo con la reivindicacion 12, que comprende:

- al menos una globina, un protémero de globina o una hemoglobina extracelular de Arenicolidae,
- iones de calcio en una cantidad de entre 0 y 0,5 mM;

- KOH en una cantidad de entre 20 y 100 mM;

- NaOH en una cantidad de entre 20 y 125 mM,;

- KH2PO4 en una cantidad de entre 20 y 25 mM;

- MgClz2 en una cantidad de entre 3 y 5 mM;

- al menos un azucar elegido entre rafinosa y glucosa en una cantidad de entre 5 y 200 mM;

- adenosina en una cantidad de entre 3 y 5 mM,;

- glutatién en una cantidad de entre 2 y 4 mM;

- alopurinol en una cantidad de entre 0 y 1 mM; y

- al menos un compuesto elegido entre almidén de hidroxietilo, polietilenglicoles de diversos pesos moleculares y
albumina de suero humano, en una cantidad de entre 1y 50 g/l.
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