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COMPUESTO Y PROCEDIMIENTO PARA OPTIMIZAR EL
TRASPLANTE DE LOS ORGANOS SOLIDOS VASCULARIZADOS Y
REDUCIR LA DISFUNCION DE LOS MISMOS

MEMORIA DESCRIPTIVA

1) CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencién se refiere a un “COMPUESTO Y PROCEDIMIENTO PARA
OPTIMIZAR EL TRASPLANTE DE LOS ORGANOS SOLIDOS
VASCULARIZADOS Y REDUCIR LA DISFUNCION DE LOS MISMOS”,
especialmente en las etapas de ablacion, trasplante y post-trasplante con el fin
de optimizar el tiempo de recuperacion funcional del injerto y los parametros
clinicos de los pacientes a corto plazo sometidos preferentemente a trasplantes

renopancreaticos, renales y hepaticos.

2) ESTADO DE LA TECNICA Y EXPOSICION DE PROBLEMAS A
SOLUCIONAR

Es conocido en el arte previo que el dafio irreversible de érganos es uno de los
principales desafios de la salud. Una manera de mitigar este problema es a
través de la realizacién de trasplantes de organos. Si bien el trasplante ha
alcanzado un grado de éxito considerable, varios factores limitan
significativamente su efectividad. En este contexto las reacciones inflamatorias
en el injerto tienen una influencia fundamental en el funcionamiento del érgano
a corto y a largo plazo. Una de las principales razones de la reaccion
inflamatoria inicial, es el dano generado por la isquemia y la reperfusion del

organo, condicionando asi el tiempo de recuperacion de la funcién del érgano
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post-trasplante. En el caso del trasplante renal, la entidad clinica denominada
funcion retrasada del injerto (DGF), es una situacion clinica frecuente donde el
organo tarda en recuperar la funcidon luego del trasplante. En otros tipos de
trasplante, como el hepatico, también se describen eventos adversos en la
etapa inmediata post-trasplante. En este caso, se puede presentar un sindrome
denominado “sindrome por reperfusion” (SPR), que se manifiesta como una
descompensacién del receptor del trasplante. Datos bibliograficos indican que
tanto especies reactivas del oxigeno como mediadores de la respuesta inmune
participarian en estos eventos adversos iniciales. Por lo tanto, estrategias
terapéuticas que tiendan a limitar la accidn de radicales libres asi como

inmunomoduladores, podrian ejercer efectos beneficiosos en el trasplante.

Una vez realizada la cirugia, se espera que el funcionamiento del érgano sea
inmediato. Sin embargo, en la mayoria de los distintos tipos de trasplantes de
organos sélidos vascularizados esta descripto la posible ocurrencia de un
fendmeno en el cual el injerto no funciona inmediatamente debido a la injuria de
todo el proceso que implica la ablacion y el trasplante. Este fendmeno llamado
disfuncion temprana del injerto es definido de forma diferente segun el érgano
trasplantado, e incluso, para un mismo tipo de trasplante, entre distintos

centros y en la literatura.

Actualmente la unica conducta terapéutica que reduce los eventos adversos
tempranos del trasplante es la utilizacidon de maquinas de perfusion y liquidos
de perfusion de calidad como el de Wisconsin y el HTK. Ademas, también se
administran diferentes combinaciones de inmunosupresores que varian segun
el tipo de paciente y el centro donde se realice el trasplante. Esta primera

inmunosupresién se la llama terapia de induccion.

La recuperacion funcional inmediata del injerto, en general se logra con

donantes vivos ideales y tiempos de isquemia fria y caliente reducidos. Sin
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embargo, estos tipos de trasplantes ideales, en la practica no se pueden
realizar de rutina por la escasez de donantes. Ademas, se debe tener presente
que, con el afan de aumentar la oferta de 6rganos, se han instalado programas
de donacidn de érganos de los llamados donantes con criterio extendido. Estos
donantes distan de ser ideales y presentan mayores porcentajes en la aparicion
de la llamada disfuncidén temprana del injerto. Hoy en dia, no existen métodos
que logren reducir la disfuncién temprana del injerto cuando el receptor de un

trasplante recibe un érgano de un donante con criterio extendido.

Otro problema en las primeras horas post-trasplante podria ser la aparicién de
rechazos. Sin embargo, el problema de los rechazos se ha podido solucionar
parcialmente con los estudios de cross match, la tipificacion de HLA y el uso de

tratamientos inmunosupresores.

Existen dos tipos de tratamiento inmunosupresor que tratan de evitar el
rechazo: el tratamiento de induccién y el de mantenimiento. El tratamiento
inmunosupresor de induccion trata de evitar el fenomeno de rechazo del injerto,
y que de hecho lo consigue. Sin embargo, este tratamiento no es efectivo para
lograr una rapida recuperacién funcional del injerto. No hay en la actualidad
ninguna estrategia terapéutica basada en la administracion de alguna droga o
farmaco que logre recuperar la funcion temprana del injerto. Como se
menciond mas arriba, las estrategias se basan en la utilizacidén de maquinas de
perfusidn continua, pero éstas no estan implementadas en todos los centros de
trasplante y resultan muy caras por los insumos que deben ser reemplazados

luego de cada operativo.

Los métodos que se utilizan hoy en dia para recuperar la funcion temprana del
injerto se basan en mejorar las técnicas de preservacion y reducir los tiempos
de isquemia. Este ultimo aspecto, no siempre es posible por lo que implica
todo el proceso de procuracién de organos. En Argentina el método de

preservacion utilizado para minimizar el dafo al momento del traslado y
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conservacion del organo, es la preservacion hipotérmica estatica cuyo
fundamento es la supresidén del metabolismo celular mediante la hipotermia a
4°C. Sin embargo, la hipotermia por si sola no es suficiente para una adecuada
preservacion, por lo que es necesario irrigar el 6rgano con soluciones

especiales antes, durante y después del almacenamiento.

Cada componente de las soluciones de preservacion fue elegido con una
finalidad. En primer lugar, es necesario evitar la edematizacion celular dada
por la inactividad de la bomba de Na/K-ATPasa. Esto se logra utilizando
liquidos de preservacion que tengan una baja concentracion de sodio y alta de
potasio. También se utilizan soluciones idnicas con composicion extracelular.
Asimismo, los liquidos de preservacion contienen sustancias impermeables
para la célula a base de azucares simples, lactobionato y trisacaridos para
mantener una osmolalidad similar al plasma (310 mOsm/kg). Ademas, la
isquemia genera acidosis tisular, por esta razon es necesario que las
soluciones de preservacion tengan sustancias tampon que mantengan el pH lo
mas préximo al pH fisioldégico. También es preciso que contengan sustancias
que aumenten la presidn oncoética intravascular para evitar el edema intersticial
y el colapso capilar, para lo que se utilizan derivados del almidon hidroxietilico.
Los radicales libres liberados durante la isquemia fria y la reperfusion producen
oxidacion de las estructuras celulares y lesion celular. En esta situacion, la
defensa natural contra radicales libres se ve superada por lo que es necesario
la adicion de sustancias scavenger exdgenas, como el glutation. Existen
diversas soluciones de preservacion, por ejemplo la solucién de la Universidad
de Wisconsin (UW), EuroCollins (EC) y HTK (Histidina-Triptofano-
Cetoglutarato) (Tabla 1).

De todas ellas, la solucion mas aceptada es la UW a pesar de ser la mas cara.

Esta solucidn suele ser utilizada en trasplante renal, hepatico y pancreatico.



WO 2019/153099 5 PCT/CL2018/050009

La preocupacion de los trasplantdlogos por mejorar la calidad de los érganos
donados ha impulsado en los ultimos afos el desarrollo de métodos de
preservacion mejores que el simple almacenamiento en frio[1,2]. Actualmente,
en algunos paises, se utiliza un método de enfriamiento llamado maquina de
perfusidon hipotérmica (MPH). Esta permite una preservacion en frio mas
prolongada y efectiva debido al aporte continuo de oxigeno, sustratos para la
sintesis de ATP y otros metabolitos, y facilita el lavado de los desechos del
metabolismo celular. Diversos estudios en trasplante renal, han demostrado
que la MPH conlleva a una mejor funcién inicial y a largo plazo del injerto en
comparacion con la conservacién estatica en érganos de donantes con muerte
encefalica. Con esta maquina se ha observado que la disfuncién temprana del
injerto puede disminuir hasta llegar a afectar solo a un 10% de los pacientes
trasplantados. En relacidn con los tratamientos farmacologicos, hay numerosos
estudios experimentales centrados tanto en inhibir los efectos nocivos de la

isquemia como la respuesta inflamatoria asociada a la reperfusion.

Con esta finalidad se han administrado farmacos como la cloroquina o la
clorpromazina, para prevenir las disfunciones mitocondriales y la degradacion
de fosfolipidos durante la isquemia. A su vez, se investigd bloquear la
activacidon de neutrdfilos y la infiltracion con anticuerpos monoclonales
especificos, asi como también, se buscéd disminuir la apoptosis bloqueando el
calcio con un antagonista. Pero sin lugar a dudas, y en base al conocimiento
que se tiene sobre la fisiopatologia del dafio por isquemia reperfusion, uno de
los principales blancos de accidn deberia ser la produccion de radicales
oxidrilos. Al respecto, se describié el uso de tocoferol para minimizar los
efectos de las especies reactivas del oxigeno. Sin embargo, el antioxidante
mas utilizado en experimentacion y modelos clinicos es la N-acetilcisteina
(NAC). El uso de NAC en modelos animales de IRl ha demostrado resultados
alentadores. En uno de los casos de IRl hepatica se mostré una reduccion
significativa del dafo oxidativo, aumento de glutatidn, disminucién de

peroxidacién lipidica, de alanina aminotransferasa y apoptosis celular. Por otra
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Sin embargo, no siempre lo que se observa en

parte, en un modelo de IRI renal, el pretratamiento con a- tocoferol y
su vez se observd un aumento de la supervivencia de ratas isquémicas

erdosteina redujo la peroxidacion lipidica de membranas celulares renales. A

modelos animales resulta eficiente en el ser humano.

tratadas con o-tocoferol.
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Tabla 1: Composicién electrolitica (en mmol/l) de las principales
soluciones de preservacion.

La preservacion de organos sélidos vascularizados comienza en muchos
casos previo a la ablacidbn. Una vez realizada, y con el fin de eliminar
elementos formes para minimizar la posibilidad de coagulacion, la sangre es
reemplazada por una solucion disefiada especificamente para optimizar la
tolerancia del érgano a la hipotermia y a la falta de oxigeno. Dado al

conocimiento adquirido sobre el dafio por isquemia reperfusion.

Existen muchas drogas anti-oxidantes disponibles para ser probados en
diferentes modelos de dafio por isquemia reperfusion. Uno de los anti-
oxidantes mas efectivos y que se usa en la clinica diaria, es el acido tioctico o
alfa lipoico (ALA). ElI ALA es un compuesto de origen natural creado en la
mitocondria a partir del acido octanoico como precursor. Es un poderoso

antioxidante natural que tiene actividad tanto en medio acuoso como lipidico.

Actua tanto a nivel intra como extracelular y tiene dos formas isoméricas.
Debido a estas propiedades tiene un amplio potencial de accidén farmacoldgica.
Su papel bioldgico principal es como cofactor en las enzimas mitocondriales
tales como a-cetoglutarato deshidrogenasa y piruvato deshidrogenasa. ALA
también parece estar involucrado en la produccion de acetil-CoA, a través de
la descarboxilacion oxidativa de piruvato. /n vivo, ALA puede ser reducido en
acido dihidrolipoico (ADHL) el cual posee una mayor accion antioxidante.
Ambos, ALA y ADHL, tienen capacidad quelante de metales (Fe?*, Cu®*" y Cd?)
y neutralizadora de especies reactivas del oxigeno pero sélo el ADHL es capaz
de regenerar antioxidantes enddgenos (glutation y vitamina E, C) y reparar el
dano tisular generado por las especies reactivas del oxigeno. Sin embargo, no
todos los efectos del ALA se deben a su actividad anti-oxidante. Por ejemplo,

se pudo observar que varios de los efectos antiinflamatorios del ALA han sido
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mediados por su capacidad de inhibir NF-kB. Es decir que ALA, no so6lo es un

anti-oxidante sino también una sustancia con actividad antiinflamatoria.

La utilizacién de ALA resultoé ser protectiva en varios modelos experimentales,
tales como dafio por isquemia reperfusion hepatico y renal y pancreatitis
aguda. En este ultimo estudio, la administracion intraperitoneal de 100 mg/kg
de ALA en animales que sufrieron 45 min de isquemia renal por la oclusién del
pediculo renal fue capaz de revertir efectos deletéreos de la isquemia, tales
como el aumento de la creatinina sérica, IL-18 , IL-6 y TNF- a, entre otros. En
ratas, también se determiné que la administracion intraperitoneal de ALA
previno la desregulacion de aquaporinas y transportadores de sodio, que se
observa en la reperfusion renal y atenud el incremento de la expresion de
endotelina-1, que conduce a la disfuncién renal. En estos estudios, la
administracién de dosis alta de ALA (100 mg/kg) se realizd antes de la

isquemia e inmediatamente antes del periodo de reperfusion.

También se han observado efectos beneficiosos en el uso de ALA en humanos.
Varios estudios han documentado un efecto terapéutico positivo, en particular
en enfermedades como diabetes, arteriosclerosis, enfermedades
neurodegenerativas, y en SIDA, entre otras. Los suplementos de ALA son
relativamente seguros en las dosis consumidas en humanos. Las dosis de
600mg/dia y 1800mg/dia no tuvieron efectos secundarios durante un periodo
de 1-6 meses. Luego de la ingesta oral, es excretado ampliamente por el rifidn
y se metaboliza en higado con un elevado efecto de primer paso hepatico. En
un ensayo clinico, se observd que el ALA disminuye el IRl hepatico después de
la oclusién y reseccidn hepatica. Sin embargo, el efecto terapéutico mas
significativo de ALA en humanos es en las complicaciones inducidas por la
diabetes, incluyendo la polineuropatia y la formacién de cataratas. De hecho,
tanto la administraciéon intravenosa de ALA como la oral estan aprobadas para

el tratamiento de polineuropatia diabética en varios paises, incluso Argentina.
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En el caso de trasplante renal, la disfuncién temprana del injerto se denomina
“delay graft function” o DGF (retraso de la funcién del injerto). El término DGF
se lo utiliza para indicar que el paciente requiere sesiones de dialisis dentro de

la primera semana post-trasplante.

El DGF es descripto como una discrepancia entre la capacidad funcional del
injerto y de las necesidades fisioldgicas del receptor, siendo una forma de
insuficiencia renal aguda que resulta en oliguria post-trasplante. Alrededor del
30-50% de los trasplantados renales sufren DGF. Sin embargo, en nuestro pais
la cifra de pacientes con DGF asciende al 60-70%. Con respecto a la relacion
entre DGF y la sobrevida del injerto, se sabe que la vida media de un rifidon con
DGF es de 8,6 afios en comparacion con la vida media de 14,1 afos de un

rindn sin DGF. La utilizacién de AAL permitiria reducir la incidencia de DGF.

En el caso del trasplante hepatico el sindrome post-reperfusion (SPR) es una
causa conocida de disfuncién primaria del injerto. Aunque muchos de los
organos que sufren disfuncion pueden recuperarse, aproximadamente el 5%
no logran abastecer las necesidades del receptor y sélo el retrasplante urgente
puede salvar al paciente. La disfuncién primaria del injerto (DPI), suele
dividirse en dos manifestaciones; la disfuncion temprana del injerto (DTI) y la
no-funcién primaria (NFP). Ambas describen diferentes grados de impedimento
funcional comenzando en el periodo intraoperatorio. Sin embargo, las
definiciones no son claras en la literatura. La DTl se refiere a un mal
funcionamiento del injerto dentro de la primer semana post-trasplante mediante
el analisis de resultados alterados de laboratorio, entre ellos de alanino
aminotransferasa, aspartato aminotransferasa, tiempo de protrombina, lactato
y amonio sérico, entre otros[3-9]. Mientras que la NFP tiene una implicancia
mas severa que se asocia con un deterioro catastrofico clinico y de laboratorio.
Se caracteriza por necrosis hepatica, aumento de transaminasas séricas,

coagulopatia, aumento de niveles de lactato, inestabilidad hemodinamica,
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hipoglucemia, falla respiratoria y renal. A diferencia de DTl que es una
condicion con potencial recuperacion, la NFP puede llevar a la falla del injerto,
emergencia de retrasplante o muerte del receptor. En este tipo de trasplante es
necesario destacar que la preservacion hepatica es mas critica que la renal ya
que, al no disponerse de una maquina sustitutiva del érgano, es fundamental

que las funciones del injerto retornen inmediatamente después del trasplante.

Para ambos 6rganos (rindn e higado) no existen terapias que eviten la
disfuncion temprana del injerto, excepto el hecho de tener donantes ideales, los

cuales en la practica se da en pocos casos.

3) SOLUCION APORTADA

En la mayoria de los trasplantes de 6rganos solidos vascularizados se produce
un retardo en la recuperacion funcional del injerto. Este proceso ha sido
asociado a la injuria presente en las etapas de ablacién y trasplante de
organos. Se ha tratado de reducir la aparicion de este fenomeno utilizando
mejores medios y sistemas de preservacion de 6rganos. Sin embargo, a pesar
de la utilizacién de estos medios las incidencias de disfuncion temprana es muy

alta y repercute a largo plazo en la sobrevida del érgano.

Los inventores aportan un producto suplementario que contiene una sustancia
activa de acido alfa lipoico ¢ tidctico (ALA) (CsH1402S;) al donante y/o la
perfusién de los 6rganos a trasplantar con ALA junto con la administracion de
ALA en los dos primeros dias post-trasplante permite reducir la disfuncién

temprana del injerto.

En estos casos, nuestra invencidn no implica modificar las terapias y
procedimientos habituales en el trasplante de o6rganos sélidos, sino la de

incorporar un producto suplementario a los mismos ALA para mejorar
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parametros clinicos a corto y largo plazo. La incorporacion de ALA, ya sea en
el donante y/o en el 6rgano a trasplantar y al receptor del trasplante en los
primeros dos dias post-trasplante mejora la funcién temprana del injerto,
avalado por los cambios que se observan en los mediadores inflamatorios a
nivel local como sistémico. El procedimiento de administracion de ALA se

realiza de la siguiente manera, cuyas etapas son:

a) Administrar al donante, particularmente en el quirdéfano previo al
procedimiento quirurgico del trasplante, una sustancia activa de acido alfa
lipoico (ALA) comprendido en cantidades entre 400 a 1000 mg,
preferentemente 600 mg diluido en 100 ml solucién fisiolégica que se
pasan durante 30 minutos, junto con la infusidn de 1 ampolla de vitamina

B (Bago B1 B6 B12 o Becozym) endovenosa;

b) Introducir lenta y continuada al 6rgano a trasplantar una solucion de la
Universidad de Wisconsin(UW), HTK (solucion de Bretschneider o
Custodiol) o Eurocollins (EC) conteniendo una sustancia activa de acido
alfa lipoico (ALA) comprendido en cantidades entre 400 a 1000 mg,
preferentemente 600 mg diluidos en 500 ml de solucion fisioldgico entre

30-60 minutos previo al trasplante; y

c) Incorporar al receptor, una sustancia activa de acido alfa lipoico (ALA)
comprendido en cantidades entre 400 a 1000 mg, preferentemente 600
mg diluido en 100 ml solucién fisioldégica, durante el acto quirdrgico,
previo al implante y una hora después de la cirugia y en los dos dias

posteriores como medio de nivelacidén de los parametros bioquimicos.

También otra opcidon que tienen los inventores es en la situacidn en que
aquellos donantes que tengan dificultad en perfundir la sustancia activa
de.acido tioctico o alfa lipoico ALA, se procede como variante en introducir

lenta y continuamente esta sustancia unicamente al 6rgano y/o al receptor
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4)

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1, muestra a los pacientes con trasplante hepatico de los
grupos Rama Control y Rama Tratada con ALA que sufrieron 0 no

sindome post-reperfusion (SPR).

La figura 2, muestra la expresion relativa en biopsias de pacientes
trasplantados hepaticos que recibe un 6rgano perfundido con ALA 'y cuyo

receptor ha recibido ALA.

La figura 3, muestra los niveles plasmaticos de SLPI y PAP en pacientes
trasplantados hepaticos. Los pacientes trasplantados hepaticos reciben

organos perfundidos (Grupo RT) o no con ALA (Grupo RC).

La figura 4, muestra que los pacientes con trasplante reopancreatico
simultaneo que recibe un érgano perfundido con ALA y cuyo receptor
haya recibido ALA presenta menor disfunciéon temprana del injerto,
mayor sobrevida del injerto y del paciente comparado con los pacientes

no tratados.

La figura 5, muestra la expresion relativa de mediadores inflamatorios en
biopsias renales y pancreaticas de pacientes trasplantados

renopancreaticos tratados con ALA.

La figura 6, se muestran los niveles plasmaticos de citoquinas en
pacientes trasplantados renopancreaticos medidos en muestras

obtenidas en el pre-trasplante (Pre-Tx) y 12 h post-trasplante.

La figura 7 se muestran los niveles plasmaticos de PAP (proteina
indicadora de pancreatitis) y SLPlI en pacientes trasplantados

renopancreaticos en el pre-trasplante, inmediatamente luego al acto
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quirdrgico (tiempo 0 h post-Tx) y 12 horas posterior al trasplante en el
grupo C, Ry DR.

e La figura 8, se muestran los niveles plasmaticos de amilasa, lipasa,

glucosa, creatinina y urea.

e Lafigura 9, se muestran los % de DGF, los requerimientos de dialisis y el
tiempo de internacion de los pacientes que reciben rifiones perfundidos
con ALA y son tratados con ALA durante los primeros dias post-

trasplante.

5) DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Con respecto a la fig.1, dicho sindrome se evalua dentro del quir6fano como
hipotensidn persistente (TA > 30% los valores de la fase anhepatica), asistolia o
arritmias que desencadenen inestabilidad hemodinamica, con necesidad de
infusion continua de vasopresores. Aparicidn de fibrindlisis prolongada (mas de
30 minutos) o recurrente (reaparicién de fibrindlisis 30 minutos después de que
haya sido resuelta). Se grafica el total de pacientes y segun el tipo de donante.
Se puede ver que los pacientes tratados con ALA presentan menos SPR que
los pacientes no tratado. Este fendmeno es mucho mas evidente cuando se
diferencian los grupos segun el tipo de donante, observandose una clara
diferencia en los pacientes que reciben 6rganos de donantes con criterio

extendidos perfundidos con ALA vs los controles (Chi square test p = 0.032).

Con respecto a la fig.2, se realizé gPCR de biopsias de pacientes trasplantados
hepaticos del grupo RC (control) y RT (tratado). En el grafico se muestra la
expresion relativa de ARNm (24(- AACt)) en las biopsias del grupo de pacientes
RT vs las biopsias del grupo RC. Los datos se representan como la media *
SD*p<0,05. Prueba de Mann-Whitney. Se observa que los niveles de los
transcriptos de Birc2, Sestrin2, IkBa, HIF-1a, GATA3, CCR1, IL-6 e IL-8 fueron
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similares en ambos grupos de pacientes. También se observaron niveles
mayores de SLPI en las biopsias de los pacientes tratados, aunque esta
diferencia no fue estadisticamente significativa. Sin embargo, los niveles de
transcripto de PHD1 y 2 y REG3a/PAP fueron significativamente menores en el
grupo tratado (RT) comparado con los del grupo RC, indicando que la perfusiéon
del 6rgano con ALA, protege al mismo de la hipoxia sufrida durante el

procedimiento quirurgico.

Con respecto a la fig.3, se obtiene plasma previo al trasplante, durante la
reperfusién y en los dias 1, 2, 3 y 7 dias post-trasplante y se realiza un ELISA
sandwich. En los graficos se muestra que los niveles plasmaticos de PAP en el
grupo RC fueron mayores con respecto a los encontrados en el grupo RT, en la
reperfusion y en el dia 1 post-trasplante, siendo estadisticamente significativo
unicamente en el 1er dia post-trasplante. Ademas, los niveles plasmaticos de
SLPIl (considerada un alarmina con funciones anti-inflamatorias) en los
pacientes del grupo RC se elevan a partir del momento del despinzamiento
vascular y se mantienen elevados durante los dos primeros dias post-
trasplante. Este perfil, también se observa para el grupo de pacientes RT, pero
el aumento es de mucha menor magnitud; de tal manera que al comparar los
niveles plasmaticos de SLPI en el dia 2 post-trasplante del grupo RT vs los del
grupo RC, se observan valores significativamente menores. Estos resultados
indican que los pacientes tratados con ALA presentan perfiles inflamatorios

menores y mucho mas estables comparados con los pacientes no tratados.

Este perfil, también se observa para el grupo de pacientes RT, pero el aumento
es de mucha menor magnitud; de tal manera que al comparar los niveles
plasmaticos de SLPI en el dia 2 post-trasplante del grupo RT vs los del grupo
RC, se observan valores significativamente menores. Estos resultados indican
que los pacientes tratados con ALA presentan perfiles inflamatorios menores y

mucho mas estables comparados con los pacientes no tratados.
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Con respecto a la fig.4, se muestran los resultados clinicos, a corto plazo,
obtenidos con los pacientes con trasplante reopancreatico simultaneo que
recibe un 6rgano perfundido con ALA y cuyo receptor haya recibido ALA. En el
mismo grafico se puede ver que los pacientes tratados con ALA presentan un
menor porcentaje de disfuncién renal y pancreatitis, un mayor porcentaje de
sobrevida del injerto y de los pacientes evaluados a 3 meses post-trasplante

comparado con los pacientes no tratados.

Con respecto a la fig.5, se puede observar que en las biopsias renales de los
pacientes del grupo DR (tratamiento de AAL en donantes y receptores)
mostraron niveles menores de C3 y TNF- a vy niveles mayores de TGF- B
comparadas con las del grupo control. Por otra parte, la expresion de HMOX-1
no mostro diferencias significativas entre ambos grupos (p = 0,669). Al analizar
la expresion en pancreas, se pudo observar una alta expresién tanto de C3 (p=
0,0018) como de HMOX-1 (p<0,0001). A diferencia de lo observado en el tejido
renal, donde se veian diferencias significativas en la expresion relativa de TNF-
a 'y TGF- B entre ambos grupos de pacientes, en las biopsias pancreaticas no
se observaron diferencias significativas en ninguno de los mediadores
mencionados. Estos resultados indican que tanto en rifidn como en pancreas
se muestran organos con un perfil predominantemente anti-inflamatorio. Se
muestran el cambio de expresion (2°(- AACt)) en las biopsias del grupo de
pacientes DR vs las biopsias controles. Los datos se representan como la
media £ SD*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Con respecto a la fig.6, los pacientes del grupo DR, fueron tratados con ALA y
recibieron un o6rgano proveniente de un donante cadavérico perfundido con
ALA; en tanto los pacientes del grupo R, fueron tratados con ALA 1 hora previa
al trasplante. Se representan los datos como la media £ SD. *p<0,05. ANOVA
pos hoc Dunnett para comparaciones multiples. Se puede observar que luego

de la cirugia, los pacientes que no fueron tratados con ALA (grupo control)
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presentaban niveles plasmaticos significativamente mayores de IL-8 (p<0,05),
IL-6 (p<0,001) e IL-10 (p< 0,0001) con respecto a los valores presentes en la
muestra pre-trasplante. En cambio, 12 horas posteriores a la cirugia, el grupo
de pacientes tratados con ALA y que recibieron un 6rgano proveniente de un
donante perfundido con ALA (grupo DR), presentaron niveles plasmaticos de
IL-8 e IL-6 similares a los detectados en el pre-trasplante y, ademas,
significativamente menores que los niveles detectados en el grupo control. Este
efecto del ALA, sobre los niveles de IL-8, no se pudo observar en los pacientes
del grupo R. En este mismo grupo de pacientes, los niveles de IL-10 e IL-6
mostraron una tendencia a ser menores a los del grupo control, pero estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas. Con respecto a las
citoquinas IL-12p70 y TNF- a, sus niveles plasmaticos estuvieron por debajo del
umbral de deteccidén del ensayo utilizado. Estos resultados confirman que los
pacientes tratados con ALA tienen un perfil anti-inflamatorio comparado con el

grupo de pacientes que no recibieron ALA.

Con respecto a la fig. 7, los datos se representan como la media + SD en (A) y
(B). *p<0,05. Prueba de t no pareada en comparacion con el tiempo 0 h post-
trasplante. En todos los grupos, el nivel plasmatico de PAP medido al final de la
cirugia (tiempo 0 h post-trasplante) se encontré aumentado en relacién a los
niveles encontrados en el pre-trasplante. Sin embargo, a las 12 horas del
trasplante, los niveles séricos de PAP fueron significativamente menores,
comparados con los niveles de las 0 horas, unicamente para los pacientes del
grupo DR (p=0,039; Figura 15A), lo cual sugiere un menor grado de agresion
en los pacientes tratados con ALA y que recibieron un érgano proveniente de
un donante cadavérico perfundido con dicha droga. Otra de las proteinas
analizadas en el plasma de los pacientes trasplantados fue la alarmina SLPI.
En la Figura se puede observar un patron de expresion similar al de PAP; es
decir, unicamente los pacientes del grupo DR presentaron niveles de SLPI
significativamente menores, a las 12 horas de la cirugia, comparado con los

niveles hallados a las 0 horas, sugiriendo que ambas proteinas, al ser proteinas
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de fase aguda, estarian indicando que el tratamiento con ALA genera un

ambiente con menor grado de dafo del organismo durante el trasplante.

Con respecto a la fig.8, se muestra (A) niveles del primer dia post-trasplante.
(B) area bajo la curva de los primeros 5 dias post-trasplante y del dia 6 al 14.
Los datos estan representados como la media £+ SD. *p<0,05. Prueba de
Kruskal-Wallis con test post hoc Dunn. Se observa que el grupo DR tiene
niveles significativamente mas bajos de amilasa y lipasa que el grupo control,
mientras que el grupo receptor solo mostrd niveles ligeramente inferiores de
lipasa comparados con los del grupo control. Con este analisis, también se
observd que los pacientes del grupo DR mostraban una leve tendencia a tener
los niveles de glucosa, creatinina y urea en plasma, menores que el grupo
control. Sin embargo, cuando se realizé el mismo analisis, pero utilizando los
valores de los parametros clinicos obtenidos de las muestras de los dias 6 a 14

post-trasplante, no se observaron diferencias significativas entre los grupos.

Estos resultados demuestran que el uso de ALA mejora los parametros clinicos
tempranos de funcion de los organos trasplantados. Con estos resultados
podemos determinar que el uso del ALA no afectd la funcion de los injertos, asi
como tampoco demostré ser un riesgo para la sobrevida del injerto y el
paciente. Muy por el contrario, algunos parametros bioquimicos y génicos
indicaron que la administracién de ALA podria tener algun efecto beneficioso

para el injerto y para el paciente, al menos, a corto plazo.

Con respecto a la fig.9, muestra que los pacientes trasplantados renales que
reciben un érgano perfundido con ALA tienen una tendencia a presentar menos
porcentaje de DGF (retardo en la funcién del injerto), pero claramente
mostraron requisitos de dialisis mas bajos durante las primeras dos semanas
después del trasplante y fueron dados de alta del hospital mas rapidamente

durante el periodo de hospitalizacion de los pacientes. Estos datos muestran
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los beneficios de la administracidn de ALA en el periodo post-trasplante

temprano.
6) EJEMPLOS DE REALIZACION

Para el desarrollo de esta invencion, se utilizaron tres tipos diferentes de
trasplante: i) trasplante simultaneo renopancreatico; ii) trasplante hepatico; v iii)
trasplante renal. En cada uno de ellos, existen similitudes y diferencias
particulares que se tuvieron que tener en cuenta dada las diferencias en los
procedimientos quirurgicos de cada o6rgano. En esta seccidn se describira
inicialmente la metodologia utilizada para cada uno de los protocolos, luego
pasaremos a describir los resultados y finalmente se discutiran en conjunto las

conclusiones.
v" Trasplante simultaneo renopancreatico:

El estudio incluyé 26 pacientes con trasplante simultaneo de rifidn-pancreas
(SRP). Los pacientes reclutados en dicho estudio fueron 11 varones y 15
mujeres, en un rango de edad 21-57 afos. Dado que ambas formas de ALA,
intravenosa y oral son aprobadas para mitigar la polineuropatia sensitivomotora
diabética en Argentina, todos los pacientes reclutados para el estudio
presentaban dicha afeccién.

Los pacientes incluidos fueron personas entre 18 a 65 anos de edad,
receptores de trasplante SRP. Todos los pacientes recibieron como terapia de
induccién Timoglobulina (1,5 mg / kg durante cinco dias) y Solumedrol; y como
terapia de mantenimiento una triple inmunosupresion (tacrolimus con niveles de
10-12 ng/ml, prednisona 4 mg/dia y micofenolato sodico 1,440 mg/dia). Los
pacientes fueron aleatoriamente divididos en tres grupos: 1) Control: pacientes
que no recibieron tratamiento con ALA; 2) R-ALA: pacientes a los que se les
administré una dosis de ALA (600 mg) inmediatamente antes del procedimiento
quirdrgico; y 3) DR- ALA: pacientes que ademas de recibir una dosis de ALA

(600 mg) inmediatamente antes del procedimiento quirtrgico, tal como el grupo



WO 2019/153099 19 PCT/CL2018/050009

anterior, también recibieron érganos provenientes de donantes cadavéricos a
los que se les administré ALA (600 mg) en el momento de la procuracién. El
objetivo de la administracién de ALA fue reducir el efecto desfavorable de las
EROs que se producen en todo el proceso conocido como IRI, que comienza
en el donante y continda en el receptor. Este disefio experimental de comparar
el grupo DR-ALA con el grupo R-ALA tuvo como objeto desentranar el impacto
de EROs que se producen durante las diferentes etapas del proceso de IRI.

El tratamiento del donante cadavérico, llamado precondicionamiento, se realiz
justo antes del procedimiento de procuracion, por goteo intravenoso (20 min)
de 600 mg de ALA diluidos en 250 ml de solucion salina al comienzo del
proceso de ablacién, que tiene una duracién total de aproximadamente 90-120
minutos. La eleccidén de la dosis administrada a los donantes se basé en los
trabajos de Dunschede et al y Muller et al, con humanos y roedores,
respectivamente[10,11]. Ademas, esta dosis es la dosis aprobada por nuestras
autoridades de regulacién locales para tratar la neuropatia diabética. La
administracion de dicho antioxidante se considera parte del proceso normal de
extracciéon de o6rganos, y por lo tanto, no fue necesario un consentimiento
informado mas alla del asociado con la donacién de érganos. Los 6rganos
fueron almacenados en frio hasta el trasplante.

Las muestras de sangre para la obtencién de plasma y la medicién de los
mediadores se adquieren al principio de la cirugia, luego del desbloqueo
sanguineo, 12 h después de la cirugia y cada uno o dos dias después del
trasplante durante al menos 14 dias o hasta el alta del paciente. Estas
muestras sirvieron, no sélo para la medicion de los mediadores inflamatorios,
sino también como parte de la determinacién rutinaria de analitos para evaluar
la funcidén renal y pancreatica. Ademas, biopsias de rifidén y pancreas fueron
tomadas al final de la cirugia para realizar un estudio de RT-gPCR. Los niveles
plasmaticos de IL-8, IL-1, IL-6, IL-10, TNF- a e IL-12p70 se midieron en la
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muestra previa a la cirugia y a las 12 h después del trasplante usando el kit
“‘BD™ Cytometric Bead Array” (BD Biosciences, San Jose, CA), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Tanto las muestras como la curva estandar fueron
incubadas con estos reactivos y luego se pasaron por un citobmetro de flujo
FACSCalibur para su deteccion. El analisis de datos se llevé a cabo utilizando
el software FCAP Array. Los niveles de SLPI plasméaticos se determinaron
utilizando un ELISA sandwich. Para esto se adhirié un anticuerpo monoclonal
de raton anti-SLPI humano (1ug/ml, R&D) a la superficie de placas de 96
pocillos (de alta unién a péptidos) por 18h a 4°C. Luego se bloqueé la placa
durante 1h a 37°C con 0,5% seroalbumina bovina (Sigma) y 1% leche baja en
grasa en PBS 1X (solucion de bloqueo). Posteriormente los pocillos se lavaron
con PBS/Tween 20 0,1% y se incorporaron las muestras de plasma y el
estandar; estas se conservaron por 1h a 37°C. Una vez cumplido el tiempo de
incubacion se agreg6 el segundo anticuerpo policlonal de conejo anti-SLPI
humano en solucién de bloqueo (1/1000), dejandose 1,5 h a 37°C. Luego, los
pocillos se lavaron con PBS/Tween 20 0,1%. Por ultimo, se incub6 durante 1 h
con el anticuerpo policlonal de cabra anti-lgG de conejo conjugado a
peroxidasa (1/1500, Chemicon) en solucién de bloqueo. Se revelé con 3,3',5,5'-
tetrametilbenzidina (Invitrogen), la reaccion fue detenida con acido sulftrico 1N
y la absorbancia leida a 450nm con resta de 630 nm en lector de placas de
ELISA (Rayto, China). Reg3/PAP se determin6 por ELISA sandwich siguiendo
las instrucciones del fabricante (Pancreas PAP, Dynabio, Francia). El kit consta
de una placa de 96 pocillos con el anticuerpo de deteccién anti-Reg3a ya
adherido. Sembradas las muestras y la curva estandar, se dejé incubar durante
3 h a temperatura ambiente. Luego se realizaron lavados con PBS/Tween 20
0,1%. Una vez finalizada la incubacion, se agregd el anticuerpo anti-Reg3a
biotinilado por 30 min a temperatura ambiente. Luego se procedié a lavar y se

agrego la avidina-peroxidasa, incubandose 15 min a temperatura ambiente.

Finalmente, se lavo y se agregb la solucion de sustrato (TMB), la cual se dej6
10 min, deteniendo la reaccion con acido sulfarico. La absorbancia se leyé en
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un lector de placas (Rayto, China) a 450 nm con resta de 630 nm. La
concentracién Reg3a / PAP se midi6 antes y a las 12 h post-trasplante y se
expresé como nanogramos por mililitro (ng / ml). La determinacién de
transcriptos de moléculas en biopsias de pacientes se realizé a través de
ensayos de RT-gPCR. Las biopsias fueros mantenidas a -80°C en solucién
RNA Jater (Ambrion, US) hasta su procesamiento. Fueron procesadas 19
biopsias (11 controles y 8 del grupo DR). Inicialmente se llev6 a cabo la
purificacion de ARNm utilizando el Mini kit RNeasy (QUIAGEN). Con las
biopsias se realizé un homogenato en seco utilizando nitrégeno liquido. Este se
resuspendié en buffer de lisis RLT Plus mediante la utilizaciéon de agujas de
distinto calibre para su mejor degradacion. Se realizdé una centrifugacion de 3
min a 10.000 rpm. Al sobrenadante se lo pasé por una columna gDNA
eliminator (30 seg a 10.000 rpm). Al eluido se le agregd etanol 70% y se
transfirieron 0,7 ml a la columna RNeasy. Luego de la centrifugacién (15 seg a
10.000 rpm), se descartd el eluido y se lavd la columna con buffer RW171. A la
columna se le agreg6 buffer RPE, y se lavo dos veces (15 seg y 2 min a 10000
rpm). Se realizd una centrifugacion en seco para eliminar todo el buffer posible.
Por ultimo, a la columna se le agregd 50 (Il de agua libre de ARN, se
centrifugd 1 min a 10.000 rpm y se recuperd el eluido. Se realizé una
cuantificacion utilizando un equipo Nanodrop, determindndose la pureza
analizando la relacion entre las absorbancias a 260 y 280 nm. Luego se obtuvo
ADNc, mediante la utilizacién de un kit “RT2 First Strand’ (QIAGEN). Para esto
se centrifugd 15 seg los 50 ul obtenidos de ARN.

Se prepard la mezcla de gDNA elimination para cada muestra a la que se le
agreg6 700ng de ARN llegando a un volumen final de 10 pl. Se centrifugé e
incubd a 42°C por 5 min, inmediatamente se pasé a hielo y se dejé 1 min. Se
prepar6 el RT Cocktail (segun protocolo). A la mezcla de gDNA elimination se
le agregd 10 pl del RT Cocktail, se incub6 durante 15 min a 42°C, y se detuvo
la reaccidén calentando a 95°C por 5 min. Por ultimo, se agregaron 91 ul de

agua destilada.
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Para la cuantificacién de los niveles de transcriptos, el kit utilizado fue el de
SYBR GreenER qPCR SuperMix Universal (Invitrogen). Se preparé una Master
mix para cada gen, con SYBR Green, ROX reference, cebador &', cebador 3’ y
agua ultra pura. A 22,5 ul de cada master mix se le agregdé 2,5 ul de cada
muestra. El instrumento utilizado para qPCR fue un Corbett Research Rotor-
Gene 6000 (QIAGEN, Valencia, CA). El programa de ciclado utilizado fue: 5min
a 50°C; 45 ciclos de 10 segundos a 95°C, 15 segundos a 60°C y 20 segundos
a 72°C. La especificidad de los cebadores se chequed con gel de agarosa post-

amplificacion y por curva de fusion.

El analisis de datos se bas6 en el método 27(-AACt) con la normalizacién de
los datos en bruto en relacién a los niveles de expresion del gen control, en
este caso GAPDH. Los cebadores de cada gen fueron disefiados y evaluados

por nuestro grupo de investigacion.

Los pacientes trasplantados fueron evaluados para determinar la funcién renal
y pancreatica, definiéndose a la disfuncion renal como una disminucién de la
creatinina menor al 70% de la creatinina basal al séptimo dia post-trasplante o
la necesidad de hemodialisis durante la primera semana. La pancreatitis clinica
se defini6 como un estado clinico de distensién abdominal, dolor abdominal,
hinchazén del injerto y la necesidad de descanso del pancreas con nutricidn
parenteral total. Este diagnostico fue realizado de forma independiente de este
estudio por los médicos que estaban a cargo del paciente y se registré en la
base de datos del paciente. También se evalud la supervivencia tanto del
injerto como del paciente a los 3 meses post-trasplante para determinar el
impacto de estos primeros eventos en la evolucion del trasplante.
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v' Trasplante Hepatico:

Se trata de un ensayo clinico aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo
para evaluar el uso del acido a-lipoico en el dafio por isquemia-reperfusién en
trasplante hepatico. Se reclutaron 23 pacientes. Los criterios de inclusién
fueron, que los pacientes sean mayores de 18 afos y que reciban un trasplante
hepatico independientemente de su etiologia; en tanto que los criterios de
exclusion, fueron pacientes menores de 18 afios o con higados reducidos
(Donante vivo relacionado, Split). De los 23 pacientes enrolados doce eran del
sexo masculino y once femenino. La edad media de los pacientes fue de 60,9
6,8 afos. La etiologia de la cirrosis fue infeccidn por hepatitis C asociado a
hepatocarcinoma en 10 (44%) pacientes, alcohol en 5 (20%) y otras causas en
7 (30%) pacientes.

Con respecto a las caracteristicas de los donantes: 11 de los 23 (48%) no eran
donantes éptimos y presentaban criterios de “donantes con criterio expandido”
[donante corazén parado, pacientes > 65 afos, sodio sérico >155 mEg/L,
macroesteatosis > 30%, prolongado periodo de isquemia fria (>16 horas),
prolongada isquemia caliente (>90 minutos)].

La mediana del valor de MELD (que es un indice prondstico utilizado para
valorar la gravedad de la insuficiencia hepatica) de la poblacién fue de 24
puntos y no hubo diferencias entre los dos grupos

Los pacientes se dividieron en dos grupos: Control y Tratado. Del total de
pacientes incluidos, 13 pertenecieron al grupo tratado (tratados con o—lipoico) y
10 al grupo control. La administracion de la droga o placebo se realizé de la

siguiente forma segun el grupo:

e Rama Tratada: A los donantes, antes del inicio de la isquemia fria, se
les administré una infusion de ALA (600 mg en 50 ml de NaCl durante 5

minutos) por la vena porta con el objetivo de administrarlo directamente
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al injerto. Posteriormente, una vez realizado el trasplante y previo a la
reperfusion, se administro la infusion de ALA en el receptor, por la vena

porta. Luego, se procedié al despinzamiento y a la reperfusién.

e Rama Control: en lugar de ALA, tanto los donantes como receptores
recibieron un mismo volumen de solucion fisioldégica que el grupo

tratado.

Es propicio aclarar que todos los pacientes recibieron la misma terapia de
induccién y mantenimiento. El tratamiento de induccién consistié en corticoides
durante la cirugia y Basiliximab en la terapia intensiva, repitiéndose la dosis de
Basiliximab a los 4 dias. La terapia de mantenimiento consistié en: esteroides
(meprednisona) en dosis decrecientes, Tacrolimus (Prograf) y Mofetil

Micofenolato.

Una vez realizado el trasplante, se presté especial atencion al desarrollo de
sindrome post-reperfusion severo, el cual se definié segun los siguientes
criterios:

Inestabilidad hemodinamica con hipotension persistente (tension arterial > 30%
los valores de la fase anhepatica), asistolia o arritmias que desencadenaron
inestabilidad hemodinamica, necesidad de infusién continua de vasopresores.
Aparicion de fibrindlisis prolongada (mas de 30 minutos) o recurrente
(reaparicion de fibrindlisis 30 minutos después de que haya sido resuelta). El
ARN total se aisldé a partir de 10 biopsias (5 controles y 5 del grupo tratado)
utilizando el Mini kit RNeasy (QUIAGEN), descripto previamente. La
cuantificacion y pureza del mismo se determinaron mediante la utilizacién del
equipo Nanodrop. La retrotranscripcion del ADNc fue realizada a partir de 1ug
ARN total utilizando el kit “RT2 First strand” (QIAGEN), descripto previamente.
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La amplificacién y deteccién de ADNc en la PCR cuantitativa en tiempo real se
llevé a cabo utilizando el reactivo GoTag® gPCR Master Mix, en un formato de
96 pocillos en un equipo Stratagene Mx 3000P. El programa de ciclado fue:
95°C por 2 min, 40 ciclos a 95°C de 15 segundos y a 60°C 45 segundos. Por
altimo, un ciclo de 1 minuto a 95 °C, 30 segundos a 55 °C y 30 segundos a 95
2C. Los cebadores utilizados fueron disefiados y chequeados por el grupo de
investigacion. La especificidad fue evaluada mediante curva de fusién y corrida
en gel de agarosa del resultado de la amplificacién post-qPCR. El analisis del
resultado se llevé a cabo mediante el método 24(-AACt), utilizando como gen
control el 28S. Se determinaron los niveles Reg3a/PAP y SLPI de la misma

manera que se hizo para los trasplantes simultaneos renopancreaticos.

v' Trasplantes Renales

En este protocolo (“Uso del acido a—lipoico en trasplante renal”) se reclutaron
22 pacientes. De los 22 pacientes reclutados, 8 pertenecieron al grupo control y
14 pacientes correspondieron al grupo tratado (tratamiento con ALA). En la
rama activa (grupo tratado) la administracién de ALA se realiz6 a través de una
infusién de 12 ampollas de 50 mg de ALA (600 mg) diluido en 100 ml solucién
fisiolégica que se pasaron durante 30 minutos, junto con la infusién de 1
ampolla de vitamina B (Bag6 B1 B6 B12 o Becozym) endovenosa, en el
quiréfano previo al procedimiento quirargico del trasplante renal. Ademas, el
rifidn a trasplantar fue perfundido con una solucion de Wisconsin conteniendo
600 mg de ALA (diluidos en 500 ml de solucién fisiolégico) entre 30-60 minutos
previo al trasplante. Los pacientes del grupo control sélo recibieron 1 ampolla
de vitamina B (Bagé B1 B6 B12 o Becozym) endovenosa previo al
procedimiento quirdrgico del trasplante renal. Con respecto al tratamiento de
induccidn, los pacientes recibieron ATG + MMF + Corticoides.

v' Evidencias del efecto
Como mencionamos previamente, los pacientes trasplantados pueden sufrir un

retraso en el funcionamiento del érgano, siendo esta una de las complicaciones
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mas frecuentes en el post-trasplante. Teniendo en cuenta que esta falta de
funcionalidad esta directamente relacionada con el proceso de dano por
isquemia reperfusion y siendo las especies reactivas del oxigeno uno de los
principales factores involucrados en la produccién del dafio, evaluamos la
administracion del anti-oxidante ALA (acido alfa-lipoico) como una manera de
reducir el efecto deletéreo de los mismos sobre el 6érgano y en ultima instancia
en el resultado a corto plazo del trasplante. Para esta parte del proyecto, se
implementaron tres protocolos. En el primer protocolo exploratorio, se estudio
el efecto del ALA en pacientes que fueron sometidos a trasplantes
renopancreaticos. El 2do y 3er protocolo se evalud el efecto de ALA en

trasplantes hepaticos y renales, respectivamente.

v' Trasplantes renopancreaticos

Para este estudio se consideraron tres grupos: i) grupo control (C): fueron
aquellos pacientes (n = 11) que no recibieron ALA previo o durante el
procedimiento quirdrgico; ii) grupo de receptores tratados (grupo R): fueron
aquellos pacientes (n = 8) a los que se les administré ALA una hora previa a la
cirugia (la administracion se realizd en la misma sala de cirugia); iii) grupo de
receptores y donantes tratados (grupo DR): en este caso, se administré ALA a
los receptores de la misma manera que en el grupo anterior, pero ademas
recibieron un érgano proveniente de un donante cadavérico que habia sido
perfundido con ALA, 30 minutos previo al acto de ablacién (n=7). De todos
estos grupos, se obtuvieron plasma en diferentes momentos del acto quirurgico
para hacer las determinaciones bioquimicas, asi como también se obtuvieron
biopsias del grupo control y del grupo DR inmediatamente posterior a la
reperfusion. Para evitar la injuria de los riflones, consideramos innecesario
realizar biopsias en el grupo R, ya que era poco probable que se produjeran
cambios en los niveles de transcripto entre el grupo control y el grupo R,
teniendo en cuenta que las biopsias se tomaron inmediatamente luego del

despinzamiento arterial.
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Se realizé RT-gPCR para determinar la expresion de ARNm de mediadores
inflamatorios involucrados en el dafo por isquemia-reperfusion en las biopsias
renales y pancreaticas del grupo C y DR. Particularmente se analiz los niveles
de transcripto de C3, TNF-a, TGF-B, HMOX-1. En la Figura 5 se puede
observar que las biopsias renales de los pacientes del grupo DR mostraron
niveles menores de C3 y TNF-a y niveles mayores de TGF-3 comparadas con
las del grupo control. Por otra parte, la expresibn de HMOX-1 no mostro
diferencias significativas entre ambos grupos (p = 0,669). Al analizar la
expresion en pancreas, se pudo observar una alta expresion tanto de C3 (p=
0,0018) como de HMOX-1 (p<0,0001). A diferencia de lo observado en el tejido
renal, donde se veian diferencias significativas en la expresion relativa de TNF-
o y TGF-B entre ambos grupos de pacientes, en las biopsias pancreaticas no
se observaron diferencias significativas en ninguno de los mediadores

mencionados (Figura 5).

A continuacion, se midieron los niveles plasmaticos de las citoquinas IL-12p70,
TNF-a, IL-8, IL-6 e IL-10 en el pre-trasplante y 12 h post-trasplante. En la
Figura 6 se observa que luego de la cirugia, los pacientes que no fueron
tratados con ALA (grupo control) presentaban niveles plasmaticos
significativamente mayores de IL-8 (p<0,05), IL-6 (p<0,001) e IL-10 (p< 0,0001)
con respecto a los valores presentes en la muestra pre-trasplante. En cambio,
12 horas posteriores a la cirugia, el grupo de pacientes tratados con ALA y que
recibieron un o6rgano proveniente de un donante perfundido con ALA (grupo
DR), presentaron niveles plasmaticos de IL-8 e IL-6 similares a los detectados
en el pre-trasplante y, ademas, significativamente menores que los niveles
detectados en el grupo control. Este efecto del ALA, sobre los niveles de IL-8,
no se pudo observar en los pacientes del grupo R. En este mismo grupo de
pacientes, los niveles de IL-10 e IL-6 mostraron una tendencia a ser menores a
los del grupo control, pero estas diferencias no fueron estadisticamente

significativas (Figura 6). Con respecto a las citoquinas IL-12p70 y TNF-a, sus
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niveles plasmaticos estuvieron por debajo del umbral de deteccidn del ensayo

utilizado.

El acto quirdrgico representa un proceso traumatico, provocando un aumento
en las proteinas de fase aguda. Entre las proteinas de fase aguda, y para el
caso de los trasplantes renopancreaticos, se destaca una proteina denominada
Reg3/PAP, cuya expresion aumenta mas de 200 veces durante la pancreatitis.
Por esta razon, decidimos determinar los niveles plasmaticos de esta proteina
secretoria en el plasma de los pacientes tratados con ALA. En todos los grupos,
el nivel plasmatico de PAP medido al final de la cirugia (tiempo 0 h post-
trasplante) se encontré aumentado en relacion a los niveles encontrados en el
pre-trasplante (Figura 7A). Sin embargo, a las 12 horas del trasplante, los
niveles plasmaticos de PAP fueron significativamente menores, comparados
con los niveles de las O horas, unicamente para los pacientes del grupo DR
(p=0,039; Figura 7A), lo cual sugiere un menor grado de agresién en los
pacientes tratados con AAL y que recibieron un érgano proveniente de un
donante cadavérico perfundido con dicha droga. Otra de las proteinas
analizadas en el plasma de los pacientes trasplantados fue la alarmina SLPI.
En la Figura 7B se puede observar un patréon de expresion similar al de PAP; es
decir, unicamente los pacientes del grupo DR presentaron niveles de SLPI
significativamente menores, a las 12 horas de la cirugia, comparado con los
niveles hallados a las O horas (Figura 7B). Ambas proteinas, al ser proteinas de
fase aguda, estarian indicando que la administracién de ALA genera un menor
grado de dano o insulto del organismo durante el trasplante. Estos resultados
nos indican que la perfusién de ALA a los donantes, tiene un efecto beneficioso,
ya que transforma un injerto con alto potencial inductor de mediadores

inflamatorios en érganos con menor potencial pro-inflamatorio.

Para determinar la importancia clinica del perfil inflamatorio observado en los
grupos de pacientes tratados con ALA, examinamos parametros bioquimicos

vinculados a la funcidn de los injertos pancreaticos (amilasa, lipasa y glucosa) y
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renales (creatinina y urea). El seguimiento se realizé en un periodo de tiempo
de 14 dias posterior a la cirugia. En la Figura 8, se muestra que el grupo DR
tenia niveles significativamente mas bajos de amilasa y lipasa que el grupo
control, mientras que el grupo receptor solo mostré niveles ligeramente
inferiores de lipasa comparados con los del grupo control, o que confirma la
tendencia encontrada en los valores del primer dia. Con este analisis, también
se observo que los pacientes del grupo DR mostraban una leve tendencia a
tener los niveles de glucosa, creatinina y urea en plasma, menores que el
grupo control. Sin embargo, cuando se realizé el mismo analisis, pero utilizando
los valores de los parametros clinicos obtenidos de las muestras de los dias 6 a

14 post-trasplante, no se observaron diferencias significativas entre los grupos.

La modificacion observada en los parametros génicos y bioquimicos no
necesariamente implica una repercusion favorable en la clinica. Es por eso,
que el siguiente paso fue estudiar la presencia de retraso de la funcidén del
injerto. En estos casos, se decidio evaluar el DGF examinando la presencia de
disfuncion renal y pancreatitis definiendo a la disfunciéon renal como una
disminucién menor al 70% de la creatinina basal a los 7 dias post-trasplante y a
la pancreatitis como un estado clinico de distencion abdominal, dolor
abdominal, hinchazén del injerto y necesidad de alimentacién parenteral.
Utilizando estos criterios se detectaron 3 pacientes con disfuncion renal
temprana en el grupo control. En cambio, solo se detectd un paciente con
disfuncién renal dentro del grupo Ry otro en el grupo DR. Cuando se evalud la
presencia de pancreatitis clinica, se diagnosticaron 3 casos de pancreatitis en
el grupo de control, uno en el grupo DR y ninguno en el grupo R (Figura 4).
Luego, se realizd un seguimiento clinico a tres meses para evaluar parametros
clinicos mas estrictos como son la sobrevida de los injertos y de los pacientes.
A pesar que el numero de pacientes reclutados y el tiempo transcurrido fueron
muy bajos, se pudo observar que hubo una menor tasa de sobrevida del injerto
y de los pacientes del grupo control en comparacion con los grupos tratados
(Figura 4).
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Con estos resultados podemos determinar que el uso del ALA no afectd la
funcién de los injertos, asi como tampoco demostré ser un riesgo para la
sobrevida del injerto y el paciente. Muy por el contrario, algunos parametros
bioquimicos y génicos indicaron que la administracion de ALA tienen algun

efecto beneficioso para el injerto y para el paciente, al menos, a corto plazo.

v" Trasplantes Hepaticos:
La falta de efectos toxicos en los pacientes trasplantados renopancreaticos
tratados con ALA sumado a los resultados promisorios obtenidos, nos permitid
especular sobre la posibilidad de utilizarlo en otros tipos de trasplantes, como
es el trasplante hepatico, en donde el IRI tiene un impacto importante en la
evolucion del paciente. En estos casos, a diferencia del protocolo
renopancreatico, los pacientes fueron divididos de manera aleatoria sélo en dos
grupos, una rama control (RC) y una rama de pacientes que recibieron injertos
que fueron perfundidos con ALA y que ademas recibieron una dosis de ALA por
la vena porta inmediatamente previo al despinzamiento vascular (rama tratada,
RT), evaluandose niveles de transcriptos, mediadores bioquimicos y signos

clinicos.

El efecto del tratamiento en la expresidn de marcadores vinculados al estrés
oxidativo y la inflamacién fue estudiado realizando RT-gPCR en biopsias
hepaticas. Estas fueron procesadas para el anadlisis de los siguientes
transcriptos: Birc2, Sestrin2, IkBa, HIF-1a, IL-8, IL-6, mTOR, Reg3a/PAP,
PHD1, PHD2, GATA3, CCR1 y SLPI. En la Figura 2 se observa que los niveles
de los transcriptos de Birc2, Sestrin2, IkBa, HIF-1a, GATA3, CCR1, IL-6 e IL-8
son similares entre el grupo RC y RT. Por otro lado, se observa que existe un
aumento en SLPI, aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa,
en las biopsias de los higados provenientes de los pacientes del grupo RT
comparado con los del grupo RC. Sin embargo, los niveles de transcripto de

PHD1 y 2 y REG3a/PAP fueron significativamente menores en el grupo RT
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comparado con los del grupo RC (Figura 2), indicando que la perfusion del
organo con ALA, protege al mismo de la hipoxia sufrida durante el

procedimiento quirurgico.

En base a la menor expresidbn génica de REG3a/PAP en los pacientes
trasplantados hepaticos del grupo RT, decidimos analizar los niveles
plasmaticos de PAP en ambos grupos. Como se puede observar en la Figura 3,
al igual que en las biopsias, los niveles plasmaticos de PAP en el grupo RC
fueron mayores con respecto a los encontrados en el grupo RT, en la
reperfusion y en el dia 1 post-trasplante, siendo estadisticamente significativo

unicamente en el 1er dia post-trasplante.

Como se menciondé anteriormente, en los pacientes trasplantados
renopancreaticos, los niveles de PAP se correlacionaban de manera directa con
los valores de SLPI. Por lo tanto, en este caso también se analizaron los
niveles plasmaticos de SLPI. En la Figura 3 se puede observar que en los
pacientes del grupo RC, los niveles plasmaticos de SLPI se elevan a partir del
momento del despinzamiento vascular y se mantienen elevados durante los
dos primeros dias post-trasplante. Este perfil, también se observa para el grupo
de pacientes RT, pero el aumento es de mucha menor magnitud; de tal manera
que al comparar los niveles plasmaticos de SLPI en el dia 2 post-trasplante del
grupo RT vs los del grupo RC, se observan valores significativamente menores.
De esta manera, la tendencia observada en las biopsias (mayor nivel de SLPI),
no se evidencia a nivel plasmatico; muy por el contrario, se repite lo ya
observado en pacientes trasplantados renopancreaticos en quienes se ven

menores niveles de SLPI en el grupo tratado comparado con el grupo control.

Los pacientes trasplantados del grupo control y tratado fueron evaluados
clinicamente, prestando especial atencién en la presencia del sindrome de

post-reperfusion (SRP).
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Como fue mencionado en la introduccién, este sindrome es una amenaza
latente relacionada con la incorporacién del érgano recién injertado a la
circulacién del receptor. Dicho sindrome se manifiesta inmediatamente después
del despinzamiento vascular y se acompaia de manifestaciones
hemodinamicas, siendo la manifestacidn mas prominente la caida brusca de la
tensidon arterial sistémica. También acontecen otras alteraciones quimicas y
fisicas caracterizadas por hiperpotasemia, descenso del calcio sérico ionizado,

hiperosmolaridad, acidemia metabélica e hipotermia.

El seguimiento post-trasplante mostré que 6 de los 23 pacientes (26%)
presentaron SRP durante la cirugia. De los 6 pacientes que presentaron SRP
s6lo uno pertenecia al grupo tratado, en tanto que los 5 restantes pertenecian
al grupo control (Figura 1). Uno de los pacientes del grupo control y que
desarrolld6 SRP fallecid durante la primera semana post-trasplante. La causa

del ébito fue carcinomatosis peritoneal detectada durante la cirugia.

El efecto protector de la administracion de ALA fue mas evidentemente en los
pacientes considerados con criterio extendido. En un seguimiento a mas largo
plazo (1er mes), se observd que 3 pacientes presentaron rechazo agudo, de
los cuales 2 pertenecian al grupo RC y so6lo uno al grupo RT. Todos estos
pacientes habian presentado sindrome de reperfusién. Estos resultados
indican, al igual que en los trasplantes renopancreaticos, que la perfusion con
ALA de los dérganos a ser injertados, presenta un efecto beneficioso para la
sobrevida del injerto y del paciente. Asimismo, en este protocolo tampoco se

detectaron efectos adversos atribuibles a la infusién de ALA.

v" Trasplantes Renales

En vistas de los buenos resultados obtenidos con ALA en los pacientes
trasplantados renopancreaticos y hepaticos y teniendo en cuenta que el DGF

es uno de los mayores problemas en trasplantes renales, se decidio iniciar otro
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protocolo clinico de uso de ALA en trasplante renal. Sin embargo, hubo que
introducir variantes al protocolo de administracion de ALA, dado que la
administracion del farmaco a los donantes cadavéricos resultaba dificultosa.
Por lo tanto, para este protocolo se decidié administrar ALA al receptor (en el
quiréfano previo al procedimiento quirdrgico) y perfundir ALA al érgano una

hora previa al trasplante.

En este estudio se reclutaron 22 pacientes, los cuales se dividieron en grupo
control (n=8) y grupo tratado (n=14). De ambos grupos, se obtuvo plasma en
diferentes momentos del acto quirdrgico para hacer las determinaciones
bioquimicas, asi como también se evalud el estado clinico de los pacientes. En
primer lugar, se realizo el analisis de los niveles de creatinina a lo largo de los
dias de internacion de los pacientes y se obtuvo para cada uno de ellos, el area
bajo la curva (AUC) de los niveles de creatinina (independientemente del
tratamiento de induccién), pero no se pudo observar diferencia entre los
tratados con ALA y los controles. Tampoco se obtuvieron diferencias
significativas en los valores de MDRD entre los pacientes de la Rama Control y
los de la Rama Activa. Todos los pacientes requirieron sesiones de dialisis
durante la primera semana de internacion, por lo tanto, se considera que todos
los pacientes sufrieron DGF (Figura 9). Sin embargo, cuando se analizaron los
requerimientos de dialisis por dia de internacién, se pudo observar que los
pacientes de la Rama Activa requirieron menos dias de dialisis comparado con
los de la Rama Control (p= 0,0024) (Figura 9). Ademas, claramente se pudo
observar que el tiempo de internacion de los pacientes que habian recibido

ALA, fue estadisticamente menor con respecto al grupo control.

Todos estos resultados sugieren que el ALA podria ser una nueva herramienta
terapéutica para evitar o reducir las complicaciones tempranas del trasplante
de organos sélidos y que ademas podria tener repercusiones positivas a largo

plazo.
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FUNDAMENTACION DEL USO

La generacién de ROS durante el trasplante, avalaron la posibilidad de utilizar
un farmaco antioxidante como ALA con el objetivo de evitar o minimizar el
retraso en la funcion del injerto. Sin embargo, la eficacia de las terapias
antioxidantes ha sido cuestionada por una serie de estudios en los cuales no se
observaban efectos beneficiosos. De hecho, en nuestro protocolo de trasplante
renopacreatico, el tratamiento del receptor con una unica dosis de ALA en el
momento de la cirugia (grupo R) no mejord sustancialmente la mayoria de los
parametros inflamatorios 0 bioquimicos analizados dentro de las primeras
semanas post-trasplante. A pesar de esto, si se observé una tendencia a la
mejoria en algunos parametros clinicos (como pancreatitis y disfuncion renal),
incluso tratando solo a los receptores del injerto. Esto nos hace pensar, que un
mejor ajuste de las dosis de ALA y/o del momento de la administracién podria
mejorar el resultado del trasplante. De hecho, los estudios preclinicos con
animales han demostrado mejores resultados con dosis altas de ALA (100
mg/kg) y han demostrado que dosis mas bajas (10 mg/kg), como la utilizada en

nuestro estudio, son menos efectivas[12].

Del conjunto de los resultados obtenidos con ALA, resultd muy llamativo lo
observado en aquellos pacientes que ademas de recibir ALA en el momento de
la cirugia, también recibian un o6rgano de un donante que habia sido
previamente tratado (grupo DR). Los resultados positivos, se obtuvieron en los
parametros inflamatorios y funcionales del injerto. De forma tal que la divisidén
en tres grupos experimentales, grupo control, grupo DR y grupo R permitio
determinar principalmente la importancia del tratamiento al donante, indicando
que en el donante cadavérico se esta produciendo un fendmeno de activacion
inflamatoria que impacta de manera desfavorable en el injerto. De hecho, el
analisis por RT-gPCR de mediadores en rifiones y pancreas derivados de
donantes tratados con AAL, demostré que éste favorecia la expresion
diferencial de mediadores con un perfil antiinflamatorio o0 menos inflamatorio.

Por ejemplo, en rifidn se detectd baja expresion de C3 y alta de TGF-B y en
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pancreas una notable expresion de HMOX-1. A su vez se determind una
elevada expresion de C3 en el pancreas en comparacién con los érganos
derivados de donantes no tratados. En este sentido, es interesante destacar
que recientemente se propuso que la clasificacidon original de C3a se cambiara
de un "mediador proinflamatorio" a un "modulador inflamatorio”, basado en

varias facetas antiinflamatorias encontradas para C3a in vivo[13].

Como se nombro previamente, uno de los factores analizados en las biopsias
de los donantes tratados, fue HMOX-1. Diversos trabajos han descripto efectos
benéficos de esta molécula antioxidante en varios modelos animales de
IRI[14]. Llamativamente en el riiidn, una alta expresién de HMOX-1 parece
estar asociada con un mal prondstico, cabe destacar que en el estudio de
mediadores inflamatorios en pacientes con DGF describimos un aumento de la
expresion de dicha molécula, en consonancia con la bibliografia[14,15]. A
diferencia del rifidn, en el pancreas, la regulacién positiva de HMOX-1 puede
prevenir la fibrosis al inhibir la proliferacion de células estrelladas pancreaticas,
de forma tal que el resultado obtenido en dicho érgano seria beneficioso[16]. El
efecto global observado en las biopsias del grupo DR comparado con el grupo

no tratado indica claramente un efecto beneficioso de AAL en el donante.

El precondicionamiento de los donantes para reducir IRl no es un nuevo
concepto[17,18]. En un modelo animal, el tratamiento con esteroides o la
administracion del ligando soluble de P-selectina al donante con muerte
encefalica, aumentd la sobrevida del receptor en comparaciéon con el grupo no
tratado[18]. Ademas, en humanos, el tratamiento con esteroides al donante
cadaveérico, redujo la expresion de citocinas proinflamatorias[19]. De hecho, en
nuestro estudio, el grupo DR tenia una expresion reducida de IL-8 e IL-6, no asi
el grupo R. Por otra parte, la IL-10, considerada una citoquina antiinflamatoria,
no mostré diferencias significativas en ningun grupo tratado. Es importante
destacar que la eficacia de AAL en la disminucién de los niveles de algunas

citoquinas ya se describid durante la circulacion extracorporea[20]. Sin
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embargo, creemos que al administrar AAL inmediatamente antes de la
ablacion, estamos protegiendo al 6rgano de las EROs producidas durante el
proceso de ablacidn, en lugar de proteger frente a la tormenta de citocinas, que
comunmente comienza mas temprano en el donante con muerte encefalica.

Otro de los marcadores analizados para evaluar la eficacia del tratamiento, fue
la proteina asociada a pancreatitis (PAP). Esta proteina ha sido detectada en el
jugo pancreatico posterior al trasplante[21,22] y se describié como un buen
marcador sérico para la lesion pancreatica[23]. En pacientes que fueron
tratados con ALA y a su vez recibieron injertos tratados, los niveles plasmaticos
de PAP 12hs post-trasplante fueron menores, que el de los pacientes que
recibieron injertos no tratados y fueron tratados con ALA en el momento de la
cirugia. Por otro lado, se pudo observar el mismo patron para la alarmina SLPI.
De hecho, se observé una fuerte correlacion directa entre PAP y SLPI. Todos
estos resultados indican que el tratamiento con ALA afecta los niveles de
mediadores inflamatorios plasmaticos, y dicho efecto fue mas pronunciado
cuando, tanto el donante como el receptor fueron tratados. Sin embargo,
ambos grupos de pacientes tratados (R y DR) presentaron una tendencia hacia

una disminucién en la incidencia de disfuncidon renal temprana y pancreatitis.

La complejidad de los multiples mecanismos patoldgicos que causan disfuncién
renal y pancreatitis podria explicar la falta de una asociacién ideal entre todos
los marcadores inflamatorios analizados y el resultado clinico en el grupo R.
Esta diferencia en los resultados segun el tratamiento, sugieren que, el
precondicionamiento del donante con ALA desempefia un papel protector
importante, pero insistimos que es probable que sea necesario el ajuste de la
dosis para observar resultados mas significativos. A su vez, la administracion
de ALA en los dias post-trasplante también podrian ayudar a mejorar los
resultados. En general, el ALA es un farmaco bien tolerado que puede tener
efectos secundarios menores, en nuestro estudio dichos efectos no han sido

detectados.
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Estos resultados indican que el uso de un antioxidante puede reducir los
marcadores inflamatorios y mejorar algunos parametros clinicos en trasplante
renopancreatico humano. De hecho, este estudio preliminar sugiere que el
precondicionamiento con ALA puede ser adecuado para disminuir los
marcadores inflamatorios durante los primeros dias post-trasplante, lo que
disminuiria posteriormente la incidencia de disfuncién renal temprana y

pancreatitis de injerto.

En el trasplante hepatico existe una alta morbimortalidad en el periodo post-
trasplante inmediato, con complicaciones severas por IRI. En los protocolos de
trasplante hepaticos, los pacientes se dividieron en un grupo control y un grupo
tratado (donde el érgano recibia dos veces la administracién de ALA, como en

el grupo DR del protocolo renopancreatico).

Los resultados obtenidos con la utilizacion de ALA en trasplante hepatico,
también evidenciaron resultados beneficiosos para los pacientes. Los estudios
de los niveles de transcripto de mediadores en biopsias hepaticas, obtenidas
luego de la reperfusion, indicaron cambios en la expresion de algunos genes,
como por ejemplo disminucién de PHD1 y PHD2. Llamativamente, estas

enzimas se vinculan con la respuesta a hipoxia.

Estas enzimas modulan post-traduccionalmente la actividad de la subunidad
HIF-1a dado que son las encargadas de hidroxilarlo y de esta forma favorecer
su degradacion. Ya que la presencia de oxigeno es un requisito para dicha
actividad, este proceso se suprime en hipoxia permitiendo que el HIF-1a
escape de la destruccidon y permita la activacion de la transcripcién de genes
blanco. Bernhardt W. et al, determinaron que el pretratamiento del érgano con
un inhibidor de PHD2 mejoraba los resultados a corto y largo plazo después del
trasplante alogénico en un modelo animal[24]. A su vez Schneider M. et al,
observaron que tanto animales knockout para PHD1 como aquellos tratados

con un shRNA para dicha enzima mostraban estar protegidos contra IRI
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hepatico[25]. De forma tal, que la disminucidén de los niveles de transcripto en
las biopsias estaria indicando una proteccion frente a la hipoxia generada por la
isquemia. Por otra parte, debemos destacar que los niveles de transcripto de
SLPI en el grupo tratado mostraron una tendencia a ser mayores que en el
grupo control. No esta descripto en la bibliografia que el ALA induzca la
expresion de SLPI. Sin embargo, Schneeberger et al analizaron la expresién
endogena de SLPI en un modelo animal de trasplante cardiaco[26]. Estos
investigadores determinaron que el SLPl aumenta en IRl y la falta de expresion
del SLPI enddégeno se vincula con un peor funcionamiento cardiaco
postrasplante. La alta expresidn de SLPI detectada, en nuestros estudios, a
nivel local en los pacientes tratados con AAL indicaria una mayor protecciéon
tisular debido a su actividad antiinflamatoria y antiproteasa. Por el contrario,
cuando se realizaron las mediciones de este mediador en plasma se observo
que sus niveles eran menores en el grupo tratado en comparacién con el grupo
control; indicando que los pacientes tratados con ALA presentan un estado de
menor inflamaciéon sistémica, y por lo tanto menor nivel plasmatico de la
alarmina SLPI [27].

Otro de los transcriptos que mostro diferencia en sus niveles segun el
tratamiento fue Reg3a/PAP. En pancreas se sabe que aumenta su expresion
frente a inflamacion, sin embargo, sobre higado no hay mucho descripto. Esta
proteina en tejido hepatico normal no suele ser detectada, pero en pacientes
con cirrosis sus niveles séricos se encuentran elevados[27]. En este estudio, se
determind que las biopsias hepaticas de pacientes tratados con ALA tenian
menores niveles de transcripto Reg3a/PAP comparado con los pacientes del
grupo control. Por esta razdn creemos que al ser una proteina que aumenta en
inflamacién, su expresidn se induce en trasplante, y dicha disminucién del
transcripto entre el grupo tratado y control, estaria demostrando un menor nivel
de inflamacion en el tejido hepatico de los pacientes trasplantados. Es
interesante remarcar que estos resultados se reflejan también en los niveles

plasmaticos. Los pacientes del grupo control mostraron un aumento en los
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niveles de PAP al dia 1 post-trasplante, a diferencia de los pacientes tratados

con el antioxidante, que mantuvieron sus valores constantes.

Desde el punto de vista clinico, en el trasplante hepatico se puede presentar
una complicacién temprana con graves implicancias denominado sindrome
post-reperfusion (SPR). La incidencia de este sindrome varia en gran medida
entre diferentes estudios, en los que va desde un 12%[28,29] a un 77%[30].
Esta variabilidad, podria resultar de la poblacién estudiada, del manejo
terapéutico, e incluso a la definicion establecida para el SPR en cada centro. A
pesar de esta variabilidad, es una complicacidn que aumenta la mortalidad
perioperatoria para la cual no existe un tratamiento eficaz de prevencién[31,32].
Por esta razon es importante destacar la gran diferencia de incidencia del SPR
en nuestro estudio, entre el grupo tratado versus el grupo control. De esta
manera, y al igual que en trasplante renopancreatico, la administracion de ALA
parece tener un efecto beneficioso, al menos en el periodo post-trasplante

inmediato.

Como fue mencionado previamente, el rifdn también sufre consecuencias en el
periodo post-trasplante inmediato que se caracteriza con el denominado DGF.
Por lo tanto, era l6gico comenzar con otro ensayo clinico en trasplante renal
para observar el efecto de la administracidon de ALA. Sin embargo, para este
protocolo no fue posible administrar ALA al donante, pero si se pudo perfundir
la droga al 6rgano a trasplantar en el quiréfano, previo al trasplante. Los
resultados preliminares hasta aqui obtenidos con ALA en trasplante renal, no
pudieron demostrar un efecto benéfico sobre la aparicién del DGF, pero se
pudo advertir, que los pacientes de la Rama Control necesitaron mas sesiones
de dialisis, para mantener la homeostasis, en comparacién con la Rama Activa.
Lo cual es interesante, no soélo por el costo de la dialisis sino también por la

calidad de vida de los pacientes.
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Los resultados obtenidos del estudio, dan cuenta que la utilizacion de ALA
reduce mediadores de la inflamacién. Estos hallazgos, ademas, reforzaron los
conocimientos que se tenian sobre las consecuencias deletéreas de las EROs,

como uno de los principales mecanismos responsables de la lesion del injerto

en el trasplante de érganos sélidos.
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REIVINDICACIONES

1) UN COMPUESTO PARA OPTIMIZAR EL TRASPLANTE DE LOS
ORGANOS SOLIDOS VASCULARIZADOS Y REDUCIR LA DISFUNCION DE
LOS MISMOS, especialmente en las etapas de ablacion, trasplante y post-
trasplante con el fin de optimizar el tiempo de recuperacion funcional del injerto
y los parametros clinicos de los pacientes a corto plazo sometidos
preferentemente a trasplantes renopancreaticos, renales y hepaticos
caracterizado porque comprende una sustancia activa de acido alfa lipoico
(ALA) .

2) COMPUESTO, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el acido alfa

lipoico (ALA) esta comprendido en cantidades entre 400 a 1000 mg.

3) COMPUESTO, segun la reivindicacion 2, caracterizado porque el acido alfa
lipoico (ALA) esta comprendido preferentemente en cantidades entre 500 a
600 mg.

4) COMPUESTO, segun la reivindicacion 3, caracterizado porque ¢l acido alfa
lipoico (ALA) es de 600 mg.

5) PROCEDIMIENTO PARA OPTIMIZAR EL TRASPLANTE DE LOS
ORGANOS SOLIDOS VASCULARIZADOS Y REDUCIR LA DISFUNCION DE
LOS MISMOS” utilizando el compuesto de las reivindicaciones precedentes,

caracterizado porque comprende las siguientes etapas:

a) Administrar al donante previo o durante el procedimiento de ablacion,
particularmente en el quiréfano previo al procedimiento quirurgico del

trasplante, una sustancia activa de acido alfa lipoico (ALA) comprendido en
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cantidades entre 400 a 1000 mg, preferentemente 600 mg diluido en 100 ml
solucion fisioldgica que se pasan durante 30 minutos, junto con la infusion de

1 ampolla de vitamina B (Bagd B1 B6 B12 o Becozym) endovenosa;

b) Introducir lenta y continuada al 6rgano a trasplantar una solucion de la
Universidad de Wisconsin(UW), HTK (solucidén de Bretschneider o Custodiol)
0 Eurocollins (EC) conteniendo una sustancia activa de acido alfa lipoico
(ALA) comprendido en cantidades entre 400 a 1000 mg, preferentemente
600 mg diluidos en 500 ml de solucién fisioldgico entre 30-60 minutos previo

al trasplante; y

c) Incorporar al receptor, una sustancia activa de acido alfa lipoico (ALA)
comprendido en cantidades entre 400 a 1000 mg, preferentemente 600
mg diluido en 100 ml solucion fisioldgica, durante el acto quirurgico,
previo al implante y una hora después de la cirugia y en los dos dias

posteriores como medio de nivelacidén de los parametros bioquimicos.

6) PROCEDIMIENTO PARA OPTIMIZAR EL TRASPLANTE DE LOS
ORGANOS SOLIDOS VASCULARIZADOS Y REDUCIR LA DISFUNCION DE
LOS MISMOS, segun la reiv.5, caracterizado porque se introduce lenta y
continuamente la sustancia activa de.acido alfa lipoico ALA, unicamente al
organo y/o al receptor , de acuerdo a las etapas b y/o c), preferentemente en

aquellos donantes que tengan dificultad en perfundir dicha sustancia.
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REIVINDICACIONES MODIFICADAS
recibidas por la oficina Internacional el 12 de junio de 2019 (12.06.19)

1) Uso de acido alfa lipoico (ALA) en el trasplante RENAL Y/O
RENOPANCREATICO DE LOS ORGANOS SOLIDOS VASCULARIZADOS Y
REDUCIR LA DISFUNCION DE LOS MISMOS, especialmente en las etapas de
ablacién, trasplante y post-trasplante con el fin de optimizar el tiempo de
recuperacion funcional del injerto y los parametros clinicos de los pacientes a
corto plazo sometidos caracterizado porque comprende ALA esta comprendido

en cantidades entre 400 a 1000 mg.

2) Uso de acido alfa lipoico (ALA) en el trasplante RENAL Y/O
RENOPANCREATICO, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el
acido alfa lipoico (ALA) esta comprendido preferentemente en cantidades entre
500 a 600 mg.

3) Uso de acido alfa lipoico (ALA) en el trasplante RENAL Y/O
RENOPANCREATICO, segun la reivindicacion 2, caracterizado porque el
acido alfa lipoico (ALA) es de 600 mg.

4) Uso de acido alfa lipoico (ALA) en el trasplante RENAL Y/O
RENOPANCREATICO, segun la reivindicacion 2, caracterizado porque puede

ser utilizado en trasplantes simultaneos renopancreaticos.

5) Uso de acido alfa lipoico (ALA) en el trasplante RENAL Y/O
RENOPANCREATICO, segun la reivindicacion 2, caracterizado porque puede

ser utilizado en trasplantes renales.

HOJA MODIFICADA (ARTICULO 19)
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6) Uso de acido alfa lipoico (ALA) en el trasplante RENAL Y/O
RENOPANCREATICO, segun la reivindicacion 2, caracterizado porque puede

ser utilizado en trasplantes renopancreaticos.

7) Uso de acido alfa lipoico (ALA) en el trasplante RENAL Y/O
RENOPANCREATICO, segun la reivindicacidon 2, caracterizado para ser

administrado en el donante cadaverico del trasplante de 6rganos solidos.

8) Uso de acido alfa lipoico (ALA) en el trasplante RENAL Y/O
RENOPANCREATICO, segun la reivindicacidon 2, caracterizado para ser

administrado en el receptor del trasplante de érganos sélidos.

HOJA MODIFICADA (ARTICULO 19)
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