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DESCRIPCION
Agente de conservacion para 6rganos o tejidos y método de conservacion para érganos o tejidos
Campo técnico

La presente invencién se refiere a un agente de conservacion para érganos o tejidos, una disolucion de conservacion
para 6rganos o tejidos que comprende el agente de conservacién y un método de conservacién para 6rganos o tejidos.

Antecedentes de la técnica

Una célula tiene diferentes composiciones de iones dentro y fuera de la misma separadas por la membrana celular, y
la diferencia de distribucidn resultante de iones cargados trae una diferencia de potencial. Generalmente, el interior de
una célula tiene un potencial negativo (potencial de membrana) con respecto al exterior de la célula, y todos los
animales y plantas tienen este potencial de membrana como el principio basico comun a los organismos vivos. El
mecanismo de regulacién del potencial de membrana es indispensable para mantener la vida y ejercer funciones
celulares, y su falla conduce directamente a la terminacion de la vida o la muerte celular.

Por esta razon, varias bombas de iones y canales de iones estan presentes en la membrana celular interior y exterior
y regulan constantemente el equilibrio id6nico. La bomba de sodio (Na*-K* ATPasa) es el mecanismo regulador de
equilibrio i6nico mas importante en las células animales y la bomba de protones (H*-ATPasa) es el mecanismo
regulador de equilibrio i6bnico mas importante en las células vegetales. Estas bombas de iones son proteinas de
membrana que realizan el transporte activo de iones especificos utilizando energia ATP. Si el ATP se agota debido a
alguna causa o cuando la temperatura ambiente se desvia del intervalo 6ptimo, la funcion de la bomba de iones
disminuird o se detendra.

En una célula animal en condiciones fisiologicas, se bombean tres iones de sodio de la célula a la vez, principalmente
por la accién de la bomba de sodio, y, a la inversa, se bombean dos iones potasio a la célula desde el exterior de la
célula. Por lo tanto, generalmente, el interior de la célula tiene una alta concentracion de potasio (una baja
concentracion de sodio) y el exterior de la célula tiene una alta concentracion de sodio (una baja concentracion de
potasio). La funcion de la bomba de sodio en una celda disminuye si la temperatura cae por debajo de cierto nivel; en
consecuencia, el sodio no se puede bombear fuera de la célula y aumenta la concentracion de sodio en la célula. A
medida que aumenta la concentracion de sodio, también aumenta la presion osmatica intracelular; como resultado, la
célula se hincha debido a la entrada de moléculas de agua, y eventualmente sufre ruptura celular (dafio celular).

El mecanismo antes mencionado se considera una de las principales causas de dafio celular cuando un érgano o
tejido se conserva a baja temperatura para el trasplante de 6rganos o tejidos en un sitio médico. Por lo tanto, se ha
desarrollado una disolucién de conservacion para érganos o tejidos cuya composicion electrolitica basica es una
composicién de tipo intracelular con una baja concentraciéon de sodio y una alta concentracién de potasio. Los ejemplos
tipicos de tales disoluciones de conservacion incluyen la disolucion Euro-Collins (EC) y la disolucion UW (Universidad
de Wisconsin). En comparacion con las disoluciones de conservacion de tipo extracelular previamente conocidas (alta
concentracién de sodio, baja concentracion de potasio), como la disolucion de Ringer, estas disoluciones de
conservacion son capaces de extender en gran medida el periodo de conservacion de 6rganos o tejidos para
trasplantes; por lo tanto, estas disoluciones de conservacion se han utilizado clinicamente como disoluciones de
conservacion importantes para 6rganos o tejidos para trasplantes tanto en Japén como en otros paises. Sin embargo,
por otro lado, estas disoluciones de conservacion de tipo intracelular presentan un riesgo de causar citotoxicidad
cuando se incrementa la temperatura de conservacion. Ademas, estas disoluciones de conservacién no se pueden
aplicar a todos los érganos o tejidos para trasplantes. Por lo tanto, se espera una mejora adicional en el rendimiento
de las disoluciones de conservacion, incluyendo una mayor extension del periodo de conservacion.

Por ejemplo, los documentos de patente 1 a 8 detallados a continuacion describen técnicas para conservar 6rganos o
tejidos.

El documento de patente 1 describe un método para conservar materiales biolégicos, que comprende anadir una
disolucion de conservacion que comprende uno o mas polifenoles a un material biolégico y enfriar el material biolégico.
Los ejemplos del documento de patente 1 simplemente describen las catequinas como ejemplos de polifenol. Ademas,
aunque el documento de patente 1 describe, como crioprotectores, azlcares, tales como sacarosa, glucosa, trehalosa
y similares, solo se usa trehalosa en los ejemplos del documento de patente 1.

El documento de patente 2 describe un método de conservacion celular a través de refrigeracion a una temperatura
en la que el agua no se cristaliza, por ejemplo, aproximadamente 4 °C, que comprende anadir un derivado de
encefalina a la disolucion de cultivo celular. Sin embargo, el documento de patente 2 en ninguna parte describe
azucares.

El documento de patente 3 describe una disolucion médica de polifenol para uso en un agente de conservacion de
células, un agente de conservacion de tejidos o similar, que comprende polifenol, 0,0001 a 0,05% en peso de acido
ascorbico o un ascorbato metalico. Esta disolucién médica de polifenol es capaz de inhibir la descomposicién del
polifenol, inhibiendo asi la generacién de peréxido de hidrégeno. Sin embargo, solo el galato de epigalocatequina



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2807924 T3

(EGCg) se usa como un polifenol en los ejemplos del documento de patente 3. Ademas, aunque el documento de
patente 3 describe compuestos de monosacarido, disacarido y polisacarido (incluyendo glucosa, manosa y dextrina)
como aditivos opcionales; los ejemplos del documento de patente 3 en ninguna parte describen azlcares.

El documento de patente 4 describe una composicién de conservacion que contiene, como ingrediente activo, 90% en
masa o0 mas de galato de epigalocatequina, y describe que la composiciéon de conservacion que contiene galato de
epigalocatequina que se refina a una alta pureza garantiza efectos de conservacion celular mas constantes. Aunque los
ejemplos del documento de patente 4 describen el uso de glucosa en la conservacion de islotes pancreaticos a 37 °C, el
documento de patente 4 en ninguna parte describe fructosa o sacarosa, que son azucares utilizados en la presente
invencion.

Los documentos de patente 5 y 6 describen que los glicésidos flavonoides y los compuestos flavonoides no glicésidos
tienen efectos protectores contra el dafo a baja temperatura. Ademas, el documento de patente 7 describe que los
efectos de proteccion contra dafios a baja temperatura se pueden mejorar ain mas usando glicosido flavonoide y
flavonoide no glicédsido en combinacion.

El documento de patente 8 describe que un fluido de conservacién para células y tejidos que comprende polifenol
como ingrediente activo y opcionalmente trehalosa tiene una accién protectora con respecto a células, érganos y
tejidos. Los ejemplos del documento de patente 8 simplemente describen un uso combinado de trehalosa y catequina
como polifenol.

Lista de citas

Documentos de patente
Documento de patente 1: JP2007-519712A
Documento de Patente 2: JP2002-335954A
Documento de Patente 3: JP2006-188436A
Documento de Patente 4: JP2003-267801A
Documento de Patente 5: WO2013/047665
Documento de Patente 6: WO2013/047666
Documento de Patente 7: WO2014/162910
Documento de Patente 8: WO02/001952

Compendio de la invencion

Problema técnico

Los documentos de patente 1 a 8 en ninguna parte describen sustancialmente el uso combinado de quercetina y
azucares especificos de la presente invencion para una disoluciéon de conservacion para érganos o tejidos.

Se ha realizado comunmente un método para conservar células, tejidos, partes del cuerpo, 6rganos y similares
simplemente a baja temperatura. Sin embargo, se sabe que las condiciones de baja temperatura causan dafos incluso
cuando la conservacién no implica la congelacion del objeto objetivo. Las técnicas de conservacién previamente
conocidas eran incapaces de conservar todo tipo de células, tejidos, partes del cuerpo u érganos. Por lo tanto, se ha
esperado durante mucho tiempo una mejora adicional en el rendimiento, incluida una mayor extensién del periodo de
conservacion.

La presente invencién se realizé para resolver tales problemas de dafios a baja temperatura y similares, y un objeto
de la invencién es proporcionar un agente de conservacién para érganos o tejidos, una disolucion de conservacion
para érganos o tejidos que comprende el agente de conservacion y una conservacion Método para 6rganos o tejidos.

Solucién al problema

Los presentes inventores descubrieron que es posible obtener un efecto protector contra el dafio a baja temperatura
usando una combinacion de quercetina y azucares especificos, y conservar las células a una temperatura que varia
desde una temperatura baja sin congelacion hasta una temperatura de refrigeracion general. La presente invencion
se realizd en base a este hallazgo, y proporciona el siguiente agente de conservacion, disoluciéon de conservacion y
método de conservacion.
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(I) Agente de conservacion

(I-1) Un agente de conservacién para 6rganos o tejidos, que comprende (A) quercetina; y (B) al menos un azucar
seleccionado del grupo que consiste en fructosa y sacarosa.

(I-2) El agente de conservacién segun el articulo (I-1), en donde el 6rgano o tejido es corazén, higado, rifién,
pancreas o islote pancreatico.

(I-3) El agente de conservacion segun el articulo (I-1) o (1-2), en donde el agente de conservacién se usa para la
conservacion a baja temperatura.

(I-4) Un agente de proteccion contra dafos a baja temperatura para érganos o tejidos, que comprende (A) quercetina;
y (B) al menos un azucar seleccionado del grupo que consiste en fructosa y sacarosa.

(I1) Disolucién de conservacion

(II-1) Una disolucion de conservacion para érganos o tejidos, que comprende el agente de conservacion de
cualquiera de los articulos (I-1) a (1-3).

(I-2) La disolucién de conservacién segun el articulo (ll-1), en donde la disolucién de conservacion se usa para la
conservacion a baja temperatura.

(1) Método de conservacién

(111-1) Un método de conservacion para 6rganos o tejidos, que comprende la etapa de sumergir un érgano o tejido
en una mezcla liquida que comprende (A) quercetina; y (B) al menos un azucar seleccionado del grupo que consiste
en fructosa y sacarosa.

(I1-2) ElI método segun el articulo (llI-1), en donde el érgano o tejido es corazén, higado, rifién, pancreas o islote
pancreatico.

(111-3) EI método segun el articulo (1lI-1) o (Ill-2), en donde la mezcla liquida se mantiene a baja temperatura en la
etapa de inmersion.

Efectos ventajosos de la invencion

El agente de conservacién y el método de conservacion de la presente invencion proporcionan un efecto de proteccion
contra danos a baja temperatura con respecto a los érganos o tejidos. Por lo tanto, la presente invencién es adecuada
para la conservacion de 6rganos o tejidos, y permite la conservacion de 6rganos o tejidos durante un largo periodo de
tiempo en condiciones que inhiben el dafio a baja temperatura.

Por lo tanto, se espera que la presente invencién se aplique en los campos de trasplantes de 6rganos, trasplantes de
tejidos y similares.

Descripcion de las realizaciones
La presente invencién se explica especificamente a continuacion.

El agente de conservacién para 6rganos o tejidos de la presente invencion se caracteriza por comprender (A)
quercetina; y (B) al menos un azicar seleccionado del grupo que consiste en fructosa y sacarosa.

Ademas, el método de conservacion para érganos o tejidos de la presente invencién se caracteriza por comprender
la etapa de sumergir un 6rgano o tejido en una mezcla liquida que comprende (A) quercetina; y (B) al menos un azucar
seleccionado del grupo que consiste en fructosa y sacarosa.

La quercetina y los azlUcares usados en la presente invencion pueden sintetizarse quimicamente por un método
conocido. Ademas, dado que la quercetina y los azlcares estan contenidos en organismos como las plantas, pueden
obtenerse extrayéndolos de dicho organismo utilizando un método conocido. Ademas, la quercetina y los azlcares se
pueden obtener de proveedores comerciales.

El "dafno a baja temperatura” en la presente memoria descriptiva significa dafo celular causado por una temperatura
baja, y "un efecto de proteccion contra dafio a baja temperatura" significa un efecto para proteger las células de tal
dano a baja temperatura. Por lo tanto, a la luz de estos significados, el agente de conservacién de la presente invencion
puede denominarse un "agente de proteccién contra dafios a baja temperatura".

En la presente invencién, el érgano o tejido puede derivarse de cualquier animal. Entre varios animales, son preferibles
los érganos o tejidos derivados de un mamifero (seres humanos, simios, bovinos, cerdos, ovejas, cabras, caballos,
perros, gatos, conejos, ratones, ratas o similares).
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El 6rgano o tejido se aplica preferiblemente al trasplante de érganos o al trasplante de tejidos. Ejemplos de 6rganos
incluyen corazon, pulmon, higado, rifdn, pancreas e intestino delgado; ejemplos preferibles incluyen corazén, higado,
rifidn y pancreas; y ejemplos particularmente preferibles incluyen corazén e higado. Los ejemplos de tejido incluyen
cornea, piel, huesos, vasos sanguineos, valvulas cardiacas, membranas amnidticas, islotes pancreaticos y similares;
ejemplos preferibles incluyen islotes pancreaticos.

Ademas de la quercetina y al menos un azlcar seleccionado del grupo que consiste en fructosa y sacarosa, se pueden
incorporar adecuadamente aditivos conocidos en el agente de conservacion de la presente invencién.

La disolucidn de conservacion para 6rganos o tejidos de la presente invencion se caracteriza por comprender el agente
de conservacion descrito anteriormente. En la conservacién de 6rganos o tejidos en la presente invencion, la
quercetina y al menos un azucar seleccionado del grupo que consiste en fructosa y sacarosa se usan en forma de una
mezcla liquida (es decir, una mezcla fluida, preferiblemente una disolucion) (correspondiente a la disolucién de
conservacion en esta memoria descriptiva). La mezcla liquida generalmente contiene un disolvente ademas de
quercetina y al menos un azlcar seleccionado del grupo que consiste en fructosa y sacarosa. El disolvente no esta
particularmente limitado, y ejemplos del mismo incluyen una solucién salina fisiolégica, infusiones (infusién de
electrolitos, infusion de nutrientes, infusion de carbohidratos, infusién de aminodcidos, disolucién de glucosa,
disolucién de Ringer, disolucion de acetato de Ringer, disolucién de lactato de Ringer, etc.), una disoluciéon tampdn
(PBS, disolucion tampoén Tris, disolucion tampdn Hepes, disolucién tampdén MOPS, disolucién tampén PIPES, etc.),
una disolucion de cultivo celular (RPMI 1640, DMEM, etc.), disolucién para conservar érganos o tejidos (solucion EC,
disolucién UW | disolucién ET-Kyoto, etc.), una disolucién modena, etc.

La concentracién de quercetina en la disolucién de conservacion de la presente invencion es generalmente de 0,001
a 1000 ug/ml, preferiblemente de 0,01 a 100 pg/ml. La concentracion de azicar en la disolucion de conservacion de
la presente invencién es generalmente de 0,01 a 0,8 M, y preferiblemente de 0,025 a 0,4 M (cuando la disolucién de
conservacion contiene fructosa y sacarosa, la concentracion de azlcar significa la concentracion total de la misma).
La disolucion de conservacion de la presente invencidén puede contener otros componentes previamente conocidos,
tales como antibidticos, agentes antibacterianos, antioxidantes, sueros, azucares, lipidos, vitaminas, proteinas,
péptidos, aminodacidos, indicadores de pH, agentes quelantes, reguladores de presion osmoticos y similares.

La presente invencion se lleva a cabo preferiblemente a una temperatura (temperatura baja) a la que los érganos o
tejidos no se congelan. La temperatura a la cual los 6rganos o tejidos no se congelan no se puede definir
incondicionalmente, ya que varia segin los componentes contenidos en el agente de conservacion o la disolucién de
conservacion, la composicion, el periodo de conservacion, los érganos o tejidos a conservar, y similares. Desde el
punto de vista de exhibir el efecto de proteccidn contra dafos a baja temperatura de la presente invencién, por ejemplo,
la temperatura es de -15 °C a 20 °C, preferiblemente de 0 °C a 20 °C, y mas preferiblemente de 0 °C a 10 °C.

Al enfriar los 6rganos o tejidos, la mezcla liquida puede enfriarse antes de que los érganos o tejidos se sumerjan en
ellos, o después de que los 6rganos o tejidos se sumerjan en ellos, en la medida en que los érganos o tejidos no se
congelen. Ademas, una vez que la mezcla liquida que contiene un érgano o tejido se enfria, la mezcla liquida se
mantiene a la misma temperatura en la medida en que el érgano o tejido no se congele. Sin embargo, no es necesario
mantenerlo a una temperatura constante en todo momento; es aceptable que la temperatura pueda caer fuera del
intervalo anterior solo por un corto periodo de tiempo.

Al usar una mezcla liquida que contiene quercetina y al menos un azlcar seleccionado del grupo que consiste en
fructosa y sacarosa de la presente invencién, se puede garantizar un efecto de proteccién contra dafios a baja
temperatura. Dado que la presente invencion permite la conservacion de 6rganos o tejidos en condiciones adecuadas
para la conservacion, al tiempo que inhibe el dafo a baja temperatura derivado de tales condiciones, la presente
invencion permite la conservacion de 6rganos o tejidos en condiciones apropiadas.

Ejemplos

La presente invencién se explica mas especificamente a continuacién en referencia a los ejemplos. Sin embargo, la
presente invencion no se limita a estos ejemplos, etc.

Ejemplo de ensayo 1: Efectos del uso combinado de quercetina y azlicar en un ensayo de conservaciéon de érganos

Se supuso la accioén protectora de una disolucion de conservacion para érganos o tejidos utilizada en el trasplante de
6rganos o en el trasplante de tejidos, y se evaluaron las formulaciones de disoluciones de conservacién que contenian
disolucién UW y una combinacién de quercetina y azucar utilizando el grado de dafio hepatico como indice.

Se us6 como una disolucion de perfusién de érganos una disolucion de Williams solo (GIBCO, N.? 12551-032),
disolucién de Williams que contiene quercetina (Sigma-Aldrich, 337951-25G) (10 pg/mL), disolucion de Williams que
contiene quercetina (10 pg/mL) y fructosa (0,05M a 0,4 M) (Kanto Chemical Co., Inc., cédigo N.¢ 16065-00) (0,05M a
0,4M), o disolucion de Williams que contiene quercetina (10 pg/mL) y sacarosa (0,025M a 0,2M) (Nacalai Tesque, Inc.,
codigo N.2 30404-45) (0,025M a 0,2M). Posteriormente, se usé como disoluciéon de conservacién de 6rganos, una
disolucién UW solo (VSP1000, ViaSpan 1000 mL: Astellas Pharma Inc.), una disolucion UW que contiene quercetina
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(10 pg/mL), una disolucién UW que contiene quercetina (10 pg/mL) y fructosa (0,05M a 0,4M), o una disolucion UW
que contiene quercetina (10 pg/ml) y sacarosa (0,025M a 0,2M).

A las ratas SD (machos, peso corporal = 255,4 g a 339,0 g) se les inyecté heparina desde la vena porta bajo anestesia.
Posteriormente, se perfundieron con una soluciéon salina fisiolégica (8 cm H20, aproximadamente 100 ml) a
temperatura ambiente, y después se perfundieron con cada disolucién de perfusion de érganos (8 cm H20,
aproximadamente 100 ml) a temperatura ambiente. Posteriormente, el higado se extirpd, se sumergié en 20 ml de
cada disolucién de conservacion de 6rganos y se conservé a 4 °C. Una parte de cada disolucién de conservacion de
6rganos se recogio 1 dia después, 3 dias después, 5 dias después y 7 dias después de que se iniciara la conservacion,
y se midi6 la ALT (alanina aminotransferasa) (Ul/L) como indice del grado de dafo hepatico debido a la conservacion
a baja temperatura. Las ALT medidas se muestran en las tablas 1 y 2 (valor promedio de n = 3 + desviacion estandar).

Tabla 1
Efectos del uso combinado de quercetina y azlcar (efectos de conservacion del higado)
Concentracién en adicion Valor ALT en disolucién de inmersion en érganos (UI/L)
Quercetina Azucar 1 dia después | 3 dias después | 5 dias después | 7 dias después
(1) - - 292+100 404+172 416166 4404172
(2) 10 pg/mL - 65171 90482 98+77 117+71
(3) 10 pg/mL Fructosa 0,05M | 18+8 37+13 55+3 83+13
(4) 10 pg/mL Fructosa 0,1M 30421 57423 84152 128493
(5) 10 pg/mL Fructosa 0,2M 2418 49+13 59+12 92+15
(6) 10 pg/mL Fructosa 0,4M 2118 43116 53+14 72+10
Tabla 2
Efectos del uso combinado de quercetina y azlcar (efectos de conservacion del higado)
Concentracién en adicion Valor ALT en disolucion de inmersién en 6rganos (UI/L)
Quercetina Azucar 1 dia después | 3 dias después | 5dias después | 7 dias después
(1) - - 399+125 577+207 583211 6161215
(2) 10 pg/mL - 62168 108+121 1261135 1481144
(3) 10 pg/mL Sacarosa 0,025M | 18+16 35133 58164 79172
(4) 10 pg/mL Sacarosa 0,05M 2815 53+12 62115 84121
(5) 10 pg/mL Sacarosa 0,1M 21+15 40£35 52144 82174
(6) 10 pg/mL Sacarosa 0,2M 34121 55422 7720 134156

La ALT en la conservacion en la disolucion UW que contenia quercetina y trehalosa fue mayor que la ALT en la
conservacion en la disolucion UW que contenia quercetina y fructosa o en la disolucion UW que contenia quercetina
y sacarosa.

Ejemplo de ensayo 2: Efectos del uso combinado de quercetina y aztcar en un ensayo de conservacion de érganos

El mismo ensayo que en el ejemplo de prueba 1 se realizé usando corazén en lugar de higado, y las formulaciones
de disoluciones de conservacion que contienen disolucién UW, y una combinacion de quercetina y azicar se evaluaron
usando el grado de dafio cardiaco como indice.

Solo se us6 una disolucién de Williams, una disolucion de Williams que contiene quercetina (10 pg/ml) y fructosa
(0,2M), o una disolucion de Williams que contiene quercetina (10 pug/ml) y sacarosa (0,1M) como disolucién para
perfusion de 6rganos. Posteriormente, solo se us6 disolucion UW, disolucion UW que contiene quercetina (10 pg/ml)
y fructosa (0,2M), o disolucion UW que contenia quercetina (10 pg/ml) y sacarosa (0,1M) como disolucién para
conservar los érganos.

A las ratas SD (machos, peso corporal = 257,4 g a 280,3 g) se les inyectd heparina de la vena grande debajo de la
porcién suprahepatica bajo anestesia. Posteriormente, se perfundieron con una solucién salina fisiologica (8 cm H20,
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aproximadamente 100 ml) a temperatura ambiente, y después se perfundieron con cada disolucion de perfusion de
organos (8 cm H20, aproximadamente 100 ml) a temperatura ambiente. Posteriormente, se extirpd el corazén, se
sumergié en 20 ml de cada disoluciéon de conservacion de 6rganos y se conservéd a 4 °C. Se recogié una parte de
cada disolucion de conservacién de érganos 1 dia después, 2 dias después, 3 dias después y 4 dias después de que
se iniciara la conservacién, y se midié la LDH (lactasa deshidrogenasa) (UI/L) como un indice del grado de dafo
cardiaco debido a la conservacion a baja temperatura. Las LDH medidas se muestran en la tabla 3 (valor promedio
de n = 3 + desviacion estandar).

Tabla 3

Efectos del uso combinado de quercetina y azicar (efectos de conservacion del corazon)

Concentracién en adicion Valor LDH en disolucion de inmersion en 6rganos (1U/L)

Quercetina Azucar 1 dia después 2 dias después 3 dias después | 4 dias después
(1) - - 213154 31271 403+83 528+113

(2) 10 ug/mL | Fructosa 0,2M | 134156 190476 238478 287481

(8) 10 ug/mL | Sacarosa 0,1M | 116115 172412 248140 319440

Ejemplo de ensayo 3: Efectos del uso combinado de quercetina y azdcar en un ensayo de conservacion de 6rganos
o tejidos, cambio histopatolégico

Las formulaciones de disoluciones de conservacion que contienen disolucion UW, y una combinacién de quercetina 'y
azucar se evaluaron utilizando un cambio histopatol6gico hepatico como indice.

Solo disolucion de Williams, disolucién de Williams que contiene solo quercetina (10 pg/mL), disolucion de Williams
que contiene solo fructosa (0,2M), disolucién de Williams que contiene solo sacarosa (0,1M), disolucién de Williams
que contiene quercetina (10 pg/mL) y fructosa (0,2 M), o se us6 una disoluciéon de Williams que contiene quercetina
(10 pg/ml) y sacarosa (0,1 M) como disolucién de perfusion de 6rganos. Posteriormente, como una disolucion para
conservar érganos, solo disolucién UW, disolucién UW que contiene solo quercetina (10 pug/mL), disolucion UW que
contiene solo fructosa (0,2M), disolucion UW que contiene solo sacarosa (0,1M), disolucion UW que contiene
quercetina (10 pg/ml) y fructosa (0,2M) o disolucién UW que contenia quercetina (10 pg/ml) y sacarosa (0,1M).

A las ratas SD (machos, peso corporal = 264,1 g a 317,2 g) se les inyectd heparina desde la vena porta bajo anestesia.
Posteriormente, se perfundieron con una disolucion salina fisiolégica (8 cm H20, aproximadamente 100 ml) a
temperatura ambiente, y después se perfundieron con cada disolucién de perfusion de érganos (8 cm H20,
aproximadamente 100 ml) a temperatura ambiente. Posteriormente, el higado se extirpd, se sumergié en 20 ml de
cada disolucidn de conservacién de 6rganos y se conservo a 4 °C. 1 dia después y 2 dias después de que se iniciara
la conservacion, todas las muestras de higado se inmovilizaron usando una disoluciéon acuosa de tampdn fosfato al
10% y se embebieron en parafina segun el método estandar. Cada muestra se corté en aproximadamente 6 umy se
prepard una muestra de tincion hematoxilina-eosina, seguida de un examen microscopico. Los grados del cambio
histopatolégico observado se convirtieron en puntuaciones como se muestra a continuaciéon y se sumaron como
valores acumulativos. Las tablas 4 y 5 muestran los resultados.

Puntuacién 0: no se observ6 ninglin cambio, puntuacion 0,5: se observo un ligero cambio, puntuacién 1,0: se observé
un pequeno cambio, puntuacion 2,0: se observé un cambio intermedio, puntuacion 3,0: se observd un gran cambio.

Tabla 4

Efectos del uso combinado de quercetina y azlcar (1 dia después de comenzar la conservacion a 4 °C)

Concentracién en adicion Cambio histopatoldgico (puntuacion acumulativo de n = 3)
Quercetina Azucar Degeneracion Tumefaccion turbia esporadica | Necrosis esporadica de
vacuolar difusa de una sola célula células individuales

(1) - - 3,0 7,0 4,0

(2) 10 pg/mL - 3,0 1,5 0,0

(3) - Fructosa 0,2M | 2,0 2,5 1,0

(4) - Sacarosa 0,1M | 3,0 2,0 0,5

(5) 10 pg/mL Fructosa 0,2M | 0,0 0,0 0,0

(6) 10 pg/mL Sacarosa 0,1M | 0,0 0,0 0,0
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Tabla 5
Efectos del uso combinado de quercetina y azicar (2 dias después de comenzar la conservacion a 4 °C)
Concentracién en adicion Cambio histopatologico (puntuacién acumulativo de n = 3)
Quercetina Azlcar Degeneracion Tumefaccién turbia esporadica | Necrosis esporédica de
vacuolar difusa de una sola célula células individuales
(1) - - 3,0 8,0 5,0
(2) 10 pg/mL | - 3,0 2,0 0,5
(3) - Fructosa 0,2M | 1,5 1,0 0,5
(4) Sacarosa 0,1M | 3,0 2,5 1,0
(5) 10 pg/mL | Fructosa 0,2M | 0,0 0,0 0,0
(6) 10 pg/mL | Sacarosa 0,1M | 0,0 0,0 0,0

Ejemplo de ensayo 4: (Efectos del uso combinado de quercetina y azicar en un ensayo de conservacion de 6rganos
o tejidos, trasplante ortotdpico de higado de rata)

Las formulaciones de disoluciones de conservacion que contienen disolucion UW y una combinacion de quercetina y
azUlcar se evaluaron mediante un trasplante ortotépico de higado de rata.

La disolucién de Williams sola, y la disolucion de Williams que contiene quercetina (10 pg/mL) y sacarosa (0,1M) se
usaron como disoluciones de perfusion de érganos. Posteriormente, la disolucion de UW sola, y la disolucién de UW
que contiene quercetina (10 pg/ml) y sacarosa (0,1M) se usaron como disoluciones para conservar 6rganos.

Se inyect6 heparina a las ratas SD donantes (macho, peso corporal = 273,8 g a 335,7 g) de la vena porta bajo
anestesia. Posteriormente, se perfundieron con una solucion salina fisiolégica (8 cm H20, aproximadamente 100 ml)
a temperatura ambiente, y después se perfundieron con cada disolucién de perfusién de érganos (8 cm H20,
aproximadamente 100 ml) a temperatura ambiente. Posteriormente, el higado se extirpd, se sumergié en 20 ml de
cada disoluciéon de conservacion de 6rganos y se conservé a 4 °C. 1 dia después de comenzar la conservacion, los
higados se trasplantaron ortotdpicamente a las ratas receptoras. Dos horas después del trasplante, la ALT en sangre
se midié como un indice del grado de dario hepatico debido a la conservacion a baja temperatura. La ALT sanguinea
se muestra en la tabla 6 (valor promedio de n = 3 * desviacion estandar). Ademas, todos los higados se inmovilizaron
simultaneamente usando una disolucion acuosa de tampon fosfato al 10% y se embebieron en parafina segun el
método estandar. Cada muestra se cortd en aproximadamente 6 um, y se prepardé una muestra de tincién con
hematoxilina-eosina, seguida de un examen microscépico. Los grados del cambio histopatolégico observado se
convirtieron en puntuaciones como se muestra a continuacién y se sumaron como valores acumulativos. La tabla 7
muestra los resultados.

Puntuacién 0: no se observ6 ninglin cambio, puntuacion 0,5: se observo un ligero cambio, puntuacién 1,0: se observé
un pequeno cambio, puntuacion 2,0: se observé un cambio intermedio, puntuacion 3,0: se observd un gran cambio.

Tabla 6

Efectos del uso combinado de quercetina y azdcar (ALT en sangre de trasplante ortotépico de
higado de rata (UI/L))

Agente de conservacién ALT en sangre (UI/L)
(1) UW 119413
(2) UW + Quercetina 10 pg/mL + Sacarosa 0,1M 788
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Tabla 7

Cambio histopatol6gico hepatico (puntuacion acumulativo de n = 3)

Agente de conservacion Sangrado Degeneracion parcial de células | Necrosis esporadica de
parcial endoteliales sinusoidales células individuales

(1) UW 4,0 3,0 3,0

(2) UW + 10 pg/mL Quercetina + | 0,0 0,0 0,0

0,1M Sacarosa
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REIVINDICACIONES

1. Un agente de conservacién para 6rganos o tejidos, que comprende (A) quercetina; y (B) al menos un azucar
seleccionado del grupo que consiste en fructosa y sacarosa.

2. El agente de conservacién segun la reivindicacion 1, en donde el 6rgano o tejido es corazon, higado, rifidn, pancreas
o islote pancreatico.

3. Una disolucion de conservacién para érganos o tejidos, que comprende el agente de conservacion segun la
reivindicacion 1.

4. Un método de conservacion ex vivo para érganos o tejidos, que comprende la etapa de sumergir un érgano o tejido
en una mezcla liquida que comprende (A) quercetina; y (B) al menos un azlcar seleccionado del grupo que consiste
en fructosa y sacarosa.

5. El método segun la reivindicacion 4, en donde el érgano o tejido es corazén, higado, rifdn, pancreas o islote
pancreatico.
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