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RESUMO
"SOLUGAO AQUOSA PARA A CONSERVAGAO DE TECIDOS E ORGAOS"

Fornece-se uma solucao aqgquosa melhorada para a conservagao
de tecidos e de é6rgéos, compreendendo carvedilol,
tacrolimus e trimetazidina. Observa-se um efeito sinérgico
no caso desta solugdo de conservacgado, que é particularmente

eficaz em d6rgdos marginais, como os figados esteatdticos.



DESCRICAO
"SOLUGAO AQUOSA PARA A CONSERVAGAO DE TECIDOS E ORGAOS"

LA presente invencdo € relativa a uma solucdo aguosa para a
conservagdo de tecidos e 6rgédos, a utilizacdo da mesma, em
particular na conservacdo de 6rgdos marginais, e a um

método para a conservagado de tecidos e érgaos.
ANTECEDENTES DA INVENQAO

O transplante de 6rgdos é o tratamento de primeira escolha
no caso dos doentes que padecem de doencas crdnicas em fase
terminal. Apesar dos avan¢os na melhoria das técnicas de
transplante, a lesd&o do enxerto que ocorre durante o
periodo isquémico e a subsequente reperfusdo constituem

ainda um problema por resolver na pratica clinica.

Apdés a remogdo de um dador e antes do transplante de
enxerto num receptor, os o6rgdo(s) e tecidos sdo sujeitos a
um periodo inerente de isquémia. Por isso, as solucdes
liquidas empregues para conservar os Orgdos e tecidos tém
de cumprir alguns requisitos: remocgcao de sangue do dador,
radpido arrefecimento do 6rgdo, e garantir uma prevencdo e
uma protecdo eficazes contra as lesbdes causadas por

isquémia.

A conservagdo hipotérmica estdtica é um método eficaz de
conservacado de dérgdos durante periodos curtos de isqgquémia.
No entanto, o0s periodos de isquémia prolongados estéo
associados ao nao funcionamento do enxerto primdrio no
transplante hepdtico e a disfungdo do enxerto no
transplante renal. Além da necessidade de aumentar o

periodo de isquémia, o conjunto limitado de dadores e o



subsequente aumento da lista de espera para o transplante
de 6rgédos levaram a aceitar o6rgados marginais, os quais tém
baixa toleradncia as lesbes causadas pela ocorréncia de
isquémia. No caso do transplante hepatico, a utilizacédo de
6rgdos marginais, como o0s enxertos esteatdticos, esta
associada a um maior risco de n&o funcionamento primario ou
de disfuncdo do enxerto apds transplante, em comparagaoc com
0s nao esteatdédticos. Além disso, alguns figados
esteatdticos nao sS&o considerados apropriados para
transplante, exacerbando a escassez de é6rgéos para
transplante. Sabe-se bem que a maioria das lesdes mostradas
por um 4rgao marginal durante o transplante estéo
relacionadas com o periodo de conservacgdo hipotérmica.
Estas observacgdes indicam ser necessdrio otimizar a
conservacdo de o6rgdos. Por isso, o principal objetivo da
conservagdo de oOrgdos é tentar prolongar a tolerédncia dos

érgdos a isquémia.

Existem dados que indicam que a composicdo das solugdes de
conservacgdo € um fator critico na qualidade dos 6rgéos
sujeitos a periodos de isquémia prolongados. A solucdo de
conservacdo da University of Wisconsin (UW) €& considerada a
solucdo padrdo para a conservagdo do figado, dado ter
mostrado ser eficaz na redugdao dos danos causados pela
isquémia fria e ter maiores prazos—limites de
armazenamento. Esta solucao de conservacao contém
diferentes componentes destinados a aumentar a conservacao
dos ¢rgados, inclusive o hidroxietilamido coloidal para
impedir o edema celular, adenosina como fonte de ATP na
reperfusao, alopurinol e glutationa com efeitos
antioxidantes, e agentes de impermeabilizacdo de membrana,
como o acido lactobidénico e a rafinose. No entanto, esta
solucdo de conservacao, UW, estd limitada em termos de

eficdcia, dado se ter observado lesdes irreversiveils nos



6rgdos transplantados quando os periodos isquémicos frios

sdo prolongados (16 h-24 h).

O tacrolimus (TCR) ¢é um composto macrdélido com uma acéao
imunossupressora eficaz, uma acao antimicrobiana e outras
acdes farmacoldgicas, e ¢é importante na prevengdo de
reacgdbes de rejeicdo aquando do transplante de 6rgdos e
tecidos, bem como no caso de disturbios autoimunes e de
disturbios infeciosos. Sabe-se que adiciona-lo as solucgdes
de conservagao pode conferir uma protecdo contra a leséo
por reperfusdo. Uma solugdo de conservagao UW contendo o
tacrolimus foi descrita na literatura (K. G. Rajesh et al.,
"Mitochondrial Permeability transition-pore inhibition
enhances functional recovery after long-time hypothermic
heart preservation", Transplantation, 2003, vol. 76 (9),
pag. 1314-20). Foi testada a sua agdo na conservagao do
coracdo. Em todo o caso, concluiu-se gque o tacrolimus néao

fol capaz de produzir qualquer efeito na conservacgao.

O carvedilol (CVvD) €& um blogueador p-adrenérgico néo
seletivo lipofilico com efeitos vasodilatadores que sé&o
primeiramente produzidos através do blogqueio do recetor ol
seletivo e com um forte efeito antioxidante. A capacidade
de o carvedilol inibir a peroxidacdo 1lipidica ¢é muito
superior a de outros blogqueadores [B-adrenérgicos testados,
o0 que poderd explicar os seus efeitos protetores superiores
nos modelos de isquémia/reperfusdo. Embora a adigdo de
antioxidantes, como o) carvedilol, as solucdes de
conservagao tenha sido sugerida na literatura (ver B. Yard
et al., "Prevention of cold-preservation injury of cultured
endothelial cells by catecholamines andrelated compounds",
American Journal of transplantation, 2004, vol. 4, pag. 22-
30), nunca foili revelada uma solucgao de conservacao

especifica contendo carvedilol.



Um trabalho recente indica que a adigcdao de trimetazidina
(TMZ) a solugao de conservacado UW melhorou a capacidade de
esta solucdo de conservacao padrdao proteger tanto o0s
figados nao esteatdéticos como, em especial, os figados
esteatdéticos sujeitos a periodos de isquémia prolongados
(ver I. Ben Mosbah et al. "Trimetazidine: Is it a promising
drug for use 1in steatotic grafts?", World J Gastroenterol,

2006, vol. 12(6), pag. 908-914).

Em todo o caso, algumas das propriedades da solucdo UW,
como é o caso de uma elevada concentragdo de potéassio
(necessdria para injetar o oérgdo antes da reperfusdo do
enxerto no receptor) e a presenca de hidroxietilamido (HES)
como suporte oncdético (que poderd ser responsavel pela
agregacao dos gldébulos vermelhos), nao favorecem a
conservagao dos o6rgaos. Estudos recentes demonstraram que
ambos o0s enxertos hepaticos (enxertos esteatdéticos e nao
esteatdéticos) ficam melhor conservados numa solugdo de
conservacgao UW modificada (denominada IGL-1), caracterizada
pela inversdo das concentracdes de K' e de Na' e pela
substituicdo de HES por polietilenoglicol (PEG) na solucéao
UW original (ver I. Ben Mosbah et al., "Preservation of
steatotic livers in IGL-1 solution", Liver Transpl, 2006,
vol. 12 (8), padg. 1215-23). Por outro 1lado, apesar das
melhorias proporcionadas pela solugdao IGL-1, os efeitos
nocivos da isquémia-reperfusio (I/R) ainda ficam por

resolver.

E ainda necessario encontrar solugdes de conservacdo, dque
permitam prolongar a tolerédncia dos dérgdos a isquémia e
minimizar o risco inerente de drgdos marginais sujeitos a

transplante.



RESUMO DA INVENGAO

Embora as solugdes de conservacgao contendo tacrolimus,
carvedilol ou trimetazidina sejam conhecidas ou tenham sido
sugeridas no estado da técnica, nunca foi sugerida uma
solucdo aquosa para a conservagdao de tecidos e &érgaos
compreendendo uma combinacdo destes trés ingredientes
ativos farmacéuticos. Os inventores descobriram de forma
surpreendente que uma solugdo de conservacao contendo uma
combinacdo de tacrolimus, carvedilol e trimetazidina
melhora de forma sinérgica a capacidade de conservacao de
tecidos e érgéos sujeitos a um periodo isquémico
prolongado. Em particular, este efeito sinérgico é
especialmente evidente em dérgdos marginais, como os figados
esteatéticos, O gque torna a solugdo particularmente
vantajosa, uma vez que melhorard as condic¢des iniciais dos
6rgdos marginais disponiveis para transplante mas com
resultados pés—-cirurgicos deficientes, e podera também
aumentar a utilizacdo de dérgd&os que hoje em dia séo
descartados em termos de transplante, e assim aumentar a

quantidade de 6rgdos disponiveis para transplante.

Por conseguinte, um aspeto da presente invengdo tem a ver
com uma solucado de conservagao agquosa para a conservacao de
tecidos e 6rgédos, compreendendo uma quantidade eficaz de
carvedilol, uma qguantidade eficaz de tacrolimus, e uma

quantidade eficaz de trimetazidina.

A solucdo de conservagao aquosa da presente invencéo
permite conservar os tecidos ou 6rgdos durante um periodo
de tempo superior ao conseguido com outras solugdes de
conservacgao conhecidas. Outra vantagem da solucgao de
conservacgao da invengédo é de permitir aumentar o periodo de
tempo em que um tecido ou érgdo funciona em condigdes e em

que pode ser aproveitado para transplante, em comparacdo



com o periodo de tempo conseguido com outras solugdes de

conservagao.

Um segundo aspeto da presente invencdo refere-se a
utilizagcdo da solucdo aquosa da presente invencao na
conservacgdo de tecidos ou ¢érgaos. A solugdo pode ser
aplicada a tecidos ou O¢rgdos de mamiferos, inclusive
humanos. Os exemplos dos referidos tecidos sdo veias e

artérias.

Também constitui parte da presente invencdo um método para
a conservagido de tecidos e 6rgdos, compreendendo manter os
referidos tecidos ou 6rgdos na solucdo aquosa da presente
invencdo a uma temperatura compreendida entre 2-10°C. Ao
introduzir um tecido ou um érgdo na solucdo de conservacgao
aquosa da presente invencao, previne-se lesdbes por
reperfusdo associadas ao implante de tecidos ou drgédos e a

rejeicao de transplantes.

Como empregue no presente documento, a expressao "uma
concentracdo eficaz de" um ingrediente ativo é a quantidade
do ingrediente ativo que pode ser empregue na conservacao

de tecidos ou dérgédos.

Qualguer valor de um intervalo de valores fornecido no
presente documento poderd ser aumentado ou alterado sem
perder os efeitos pretendidos, como serd evidente a um
especialista. Por conseguinte, os intervalos de valores
fornecidos, tais como as concentracgdes, e semelhantes,
deverao ser considerados aproximados, se nada for

especificamente expresso em contréario.

Ao longo da descricdo e das reivindicacbes, a palavra

"compreende" e as variagdes dessa palavra nao se destinam a



excluir outras caracteristicas, aditivos, componentes ou

etapas técnicos.

BREVE DESCRIGAO DAS FIGURAS

As Figuras (1-10) ilustram o efeito da adicgdo do tacrolimus
(TCR), do carvedilol (CVD) e da trimetazidina (TMZ) a
algumas solugdes de conservagao, e os efeitos da solucao de
conservacgao do Exemplo 1 (Pl), onde figados esteatdticos
(S) e né&o esteatdticos (NS) foram sujeitos a um longo
periodo isquémico. Nas Figuras, %P significa percentagem de

protecao.

A FIG. 1 ilustra a percentagem de protecgcdo comparativamente
a solugado de conservacadao UW, ao avaliar os valores de ALT

no fim do periodo isquémico (0 min).

A FIG. 2 ilustra a percentagem de protecdo em comparacao
com a solucdo de conservacao UW, ao avaliar os valores de

ALT no fim da reperfusdo (120 min).

A FIG. 3 ilustra a percentagem de protecdo em comparagao
com a solucdo de conservacao UW, ao avaliar a produgdo de

bilis no fim da reperfusdo (120 min).

A FIG. 4 ilustra a percentagem de protecdo em comparacao

com a solucdo de conservacao UW, ao avaliar-se a % de

eliminacdo hepadtica BSP na bilis durante a reperfuséo.

A FIG. 5 dlustra a percentagem de protecdo em comparagao
com a solucdo de conservacadao UW, ao avaliar os niveis de

ATP no fim da reperfusdo (120 min).



A FIG. 6 ilustra a percentagem de protegdo em comparagao
com a solucao de conservacado IGL-1, ao avaliar os valores

de ALT no fim do periodo isquémico (0 min).

A FIG. 7 ilustra a percentagem de protecdo em comparacao
com a solugao de conservacao IGL-1, ao avaliar os valores

de ALT no fim da reperfusdo (120 min).

A FIG. 8 ilustra a percentagem de protecdo em comparacao
com a solugdao de conservagao IGL-1, ao avaliar a producgéao

de bilis no fim da reperfusdo (120 min).

A FIG. 9 ilustra a percentagem de protegdo em comparagao
com a solucdo de conservacdo IGL-1, ao avaliar a % de

eliminacdo hepédtica BSP na bilis durante a reperfuséo.

A FIG. 10 ilustra a percentagem de protecdo em comparacao
com a solucdo de conservacgao IGL-1, ao avaliar os niveis de

ATP no fim da reperfusédo (120 min).

DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENGAO

E possivel aplicar a solucdo aquosa da presente invencdo a
tecidos ou 6rgdos agquando da sua remocdo do dador, e
durante o0 seu armazenamento, o transporte e a eventual
implantacdo num doente. Pode ser empregue para periodos
isquémicos curtos e fundamentalmente para periodos

isquémicos prolongados.

Numa execucgdo preferida da solucdo aquosa da presente
invengdo, a concentragdo de carvedilol é de 5 a 10 microM,
a concentracdo de tacrolimus é de 5 a 10 microM, e a

concentracdo de trimetazidina é de 0,01 microM a 10 microM.



De modo a prevenir a formacdo de edema celular e tecidular,
a solucgéao aquosa da presente invencao compreende
polietilenoglicol (PEG) com um peso molecular superior a
15.000, que permite garantir a pressao oncdtica.
Preferencialmente, o PEG empregue ¢é um PEG com um peso
molecular de 35.000. Com maior preferéncia, o PEG & um PEG
ndo linear purificado, ou seja, um PEG sintetizado a partir

de moléculas de PEG com um baixo peso molecular.

Em conformidade com 1isso, noutra execucgao preferida, a
solugdo aquosa da presente invencado tem um valor de pH de
6,5 a 8 e uma osmolaridade de 290 a 320 milimoles/kg, e
compreende ainda PEG com um peso molecular superior a
15.000 numa concentracdo de 0,01 a 5 mM, rafinose numa
concentracao de 20 a 40 mM, MgSO, numa concentracadao de 1 a
10 mM, H,PO4- numa concentracdo de 10 a 40 mM, ides de
potédssio numa concentracdo de 30 a 50 mM, ides de sdédio
numa concentracdo de 110 a 160 mM, e &cido lactobidnico

numa concentracao de 70 a 140 mM.

Ainda noutra execucdo preferida, a solugdo aquosa da
presente invengdo tem um valor de pH de 7,4, uma
osmolaridade de 320 milimoles/kg, e a concentracdo de PEG
com um peso molecular superior a 15.000 ¢ 0,03 mM, a
concentracdo de rafinose é 30 mM, a concentracdo de MgSO, é
5 mM, a concentracgdo de H,PO4- & 25 mM, a concentracdo de
ides de potéssio € 40 mM, a concentracdo de ides de sddio é
120 mM, a concentracdo de 4acido lactobidénico & 100 mM, a
concentragcdo de tacrolimus €& 5 microM, a concentragdo de
carvedilol é 10 microM, e a concentracdo de trimetazidina é
1 microM. Preferencialmente, o PEG tem um peso molecular de

cerca de 35000.

E do conhecimento geral que a causa principal de os 6érgéos

serem considerados invidveis para transplante & a estenose.
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As execugdes acima preferidas da solucao de conservacgao da
invencdo permitem aumentar a toleradncia dos figados
esteatdéticos a lesdo por isquémia-reperfusdo associada ao
transplante hepatico. Este facto permite melhorar a funcgao
pds-transplante do enxerto esteatdtico, e aumentar a

disponibilidade de é6rgédos apropriados para transplante.

Uma solugdo aquosa particularmente preferida da presente

invencao consiste nos seguintes componentes:

- polietilenoglicol com um peso molecular de cerca de

35000 numa concentracédo de 0,03 mM,

- rafinose numa concentragdo de 30 mM,

- MgS0O, numa concentracdao de 5 mM,

- H,PO, numa concentracdo de 25 mM,

- ides de potéssio numa concentracdo de 40 mM,

- ides de sdéddio numa concentracdo de 120 mM,

- dcido lactobidénico numa concentragdo de 100 mM.

- tacrolimus numa concentracdo de 5 microM,

- carvedilol numa concentracdo de 10 microM, e

- trimetazidina numa concentracadao de 1 microlM,

e tem um pH de 7,4 e uma osmolaridade de 320 milimoles/kg.
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Com maior preferéncia, esta solugéao de conservacao
compreende ainda dexametasona numa concentracdo de 16 g/L,

e penicilina numa concentragdo de 200.000 U/L.

Estas duas execucdes preferidas da solugao de conservagao
da invencg¢do ndo contém determinados farmacos, tais como
GSH, HES, insulina, alopurinol e adenosina, que se
encontram incluidos noutras solugdes de conservacgdo Jjé
conhecidas (tais como solucgdes de conservagcdo UW e/ou IGL-
1) e que se verificou serem ineficazes ou mesmo ter efeitos
deletérios no dérgdo conservado. Observou-se uma sinergia
particularmente relevante no caso destas solugdes de
conservagao preferidas, dado conferirem protecdo tanto a
figados esteatdéticos como ndo esteatdticos, em comparacgdo
com os resultados obtidos no caso de outras solugdes de

conservacao.

Como acima referido, um aspeto adicional da presente
invencdo é relativo a utilizacdo da solugdo aguosa como
descrito e reivindicado no presente documento, para a
conservacdo de tecidos ou 6rgaos. Numa execugdo preferida,
o 6érgdos é um 6érgdo abdominal, como figado, rim e péncreas.
Preferencialmente, o 6rgdo abdominal é um érgdo marginal, e

com maior preferéncia é um figado esteatdtico.

A solugdo de conservacdo da presente invencdo aplica-se a
conservacgdo hipotérmica estatica e € empregue a uma
temperatura entre 2 e 10°C, preferencialmente entre 3 e 5°C

e, com maior preferéncia, nos 4°C.

Além disso, a presente invencdo compreende todas as
combina¢des possiveis dos grupos particulares e preferidos

anteriormente descritos.
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Os exemplos e as figuras qgque se seguem destinam-se a ser

ilustrativos.

EXEMPLOS

EXEMPLO 1: Preparacdo de wuma solugao de conservacao

aquosa

Uma solucgdo aquosa, cuja composicdo é mostrada na Tabela 1,

fol preparada de acordo com O processo abaixo revelado.

Tabela 1:

Concentracao (mM)
Acido lactobiénico 100
H,PO,4 25
MgSOq 5
Rafinose 30
PEG 35000 0,03
I6es de potéssio 40
Ides de sddio 120
Tacrolimus 5.10°
Carvedilol 10.10°
Trimetazidina 1.10°°
Etapa 1:

A uma solucado contendo 1 g de polietilenoglicol dialisado
(PEG 35.000), adicionou-se 4,11 mg de tacrolimus (TCR) e

agitou-se para formar uma primeira solugdo.

Etapa 2:

Adicionou-se 35,83 g de acido lactobidénico num recipiente

de um litro contendo 800 mL de 4&gua (destilada e
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desionizada) a temperatura ambiente e agitou-se até a sua
dissolugéao. Depois, adicionou-se 0,60 g de MgSO,, 22,5 mL
de NaOH 5 N, 6 mL de KOH 5 N, 3,4 g de KH,PO4, e 17,83 g de
rafinose, para formar uma segunda solugéo.
Subsequentemente, adicionou-se 1 mL de uma solucao contendo
TMZ a partir de uma solucdo-mae (solucdo-mae: 2,66 mg de
TMZ dissolvidos em 10 mL de &gua) e 10 mL de CVD a partir
de uma solucao-mide (solugcdao-mae: 6,5 mg de carvedilol em 8
ml, de é&acido tartédrico e 8 mL de 4&gua) a esta segunda

solugéo.

A solugao preparada na Etapa 1 fol misturada com a solucéao
preparada na Etapa 2, e adicionou-se em seguida NaOH 5 N,
em funcdo do necessdrio para ajustar o valor de pH para 7,4

+ 0,1.

Por fim, adicionou-se &gua ao recipiente para levar o
volume para 1 litro, e em seguida filtrou-se a solucdo e
esterilizou-se a mesma. Obteve-se uma solucdao tendo uma
osmolaridade de 320 + 10 mOsm/L. Antes da utilizacéo,
adicionou-se dexametasona (16 g/L) e penicilina (200.000

U/L) .

EXEMPLO 2

Neste exemplo, foi feita a comparacdo entre o efeito da
solugdo aquosa da presente invencdo no figado e o efeito

obtido ao utilizar as solugdes de conservacgao UW e IGL-1.

Avaliou-se a lesdo e a funcdo hepaticas através da medicéo
das transaminases, da produgdo de bilis, da eliminacao

hepatica (%BSP) e do teor de ATP.

De modo a realizar o estudo, utilizou—-se ratazanas 2Zucker

homozigdéticas (obesas, Ob) e heterozigdticas (magras, Ln),
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com 16-18 semanas de idade, compradas a Iffa-Credo
(L"Abresle, Franca). Um figado perfusado isolado foi
empregue para avaliar a lesdo e a funcado hepaticas, sem a
influéncia de outros &érgdos, constituintes plasmaticos e
efeitos neuronais/hormonais. A arquitectura hepéatica, a
microcirculacdo e a producdo de bilis sdo conservadas neste
modelo experimental. Este modelo experimental empregue foi
considerado na literatura apropriado para testar a eficéacia
de diferentes solucgdes de conservagao para transplante.
Todos os procedimentos foram realizados sob anestesia de
inalacdo de isoflurano. O estudo respeitou as normas da
Unido FEuropeia (Diretiva 86/609/CEE) para experiéncias

animais.

Aquisicdo de figados e grupos experimentais

Realizou-se a técnica cirurgica como descrito em estudos
anteriores (I. Ben Mosbah, et al. "Preservation of
steatotic livers in IGL-1 solution", Liver Transpl 2006,
vol. 12 (8), pag. 1215-23, e I. Ben Mosbah et al. "Addition
of adenosine monophosphate—-activated protein kinase
activators to University of Wisconsin solution: a way of
protecting rat steatotic 1livers", Liver Transpl., 2007,
vol. 13(3), pag. 410-25). Apds a canulacgdao do ducto biliar
comum, isolou-se a veia porta e ligou-se o0s ramos esplénico
e pildérico. Todos os animais foram distribuidos de forma
aleatdria pelos grupos experimentais seguintes, como abaixo

descrito.

Solucdes de conservacao e grupos experimentais

A composicdo das solugdes de conservacgdo UW, IGL-1 e P1 é
mostrada na Tabela 2, sendo Pl uma solucao de conservacao

de acordo com a presente invencao.
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Tabela 2:

Componentes Propriedades UwW IGL-1 P1

Na® (mmol) Catido 30 100 120

K' (mmol) Catido 100 30 40

Mg“ (mmol) Catido 5 5 5

Sulfato (mmol) Tampao 5 5 5

Fosfato (mmol) Tampao 25 25 25

Acido Tampao 100 100 100

lactobidnico

(mmol)

Rafinose (mmol) Acucar 30 30 30

HES (g/L) Coloide 50 - -

PEG (g/L) Coloide - 1 1

Adenosina (mmol) Fonte de |5 S -
energia

Alopurinol (mmol) Antioxidante 1 1 -

GSH (mmol) Antioxidante 3 3 -

Trimetazidina Protetor - - 1

(pmol) mitocdndrico

Carvedilol (pumol) Antioxidante - - 10

Tacrolimus (umol) Anti- - - 5
inflamatdrio

Insulina (U/L) Protetor 40 40 -
mitocdndrico

Dexametasona Protetor de | 16 16 16

(g/L) membrana

Penicilina (U/L) Antibidtico 200.000 | 200.000 | 200.000

HES = hidroxietilamido; GSH = glutationa

A Estudo I:

1) UW:

Solugao Pl vs.

uw

Figados de 16 ratazanas Zucker

(8 Ln e 8 0Ob)

conservados durante 24 h nos 4°C em solucdo UW.

foram
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2) UW+CVD: Figados de 16 ratazanas Zucker (8 Ln e 8 O0b)
foram conservados durante 24 h nos 4°C em solucdo UW

contendo 10 uM de carvedilol.

3) UW+TMZ: Figados de 16 ratazanas Zucker (8 ILn e 8 O0Ob)
foram conservados durante 24 h nos 4°C em solucdo UW

contendo 1 pM de trimetazidina.

4) UW+TCR: Figados de 16 ratazanas Zucker (8 Ln e 8 Ob)
foram conservados durante 24 h nos 4°C em solucdo UW

contendo 5 pM de tacrolimus.

5) UW+CVD+TMZ+TCR: Figados de 16 ratazanas Zucker (8 Ln e 8
Ob) foram conservados durante 24 h nos 4°C em solugdo UW
contendo 10 uM de carvedilol, 1 pM de trimetazidina e 5 uM

de tacrolimus.

Os resultados obtidos nos grupos 1-5 foram comparados com
os obtidos quando os figados de 16 ratazanas Zucker (8 Ln e
8 Ob) foram conservados durante 24 h nos 4°C em solugdo de

conservagao P1.

B) Estudo II: Pl vs. IGL-1

1) IGL: Figados de 16 ratazanas Zucker (8 Ln e 8 Ob) foram

conservados durante 24 h nos 4°C em solugdo IGL-1.

2) IGL+CVD: Figados de 16 ratazanas 2zucker (8 Ln e 8 Ob)
foram conservados durante 24 h nos 4°C em solucdo IGL-1

contendo 10 uM de carvedilol.

3) IGL+TMZ: Figados de 16 ratazanas Zucker (8 Ln e 8 O0Ob)
foram conservados durante 24 h nos 4°C em solugao IGL-1

contendo 1 pM de trimetazidina.
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4) IGL+TCR: Figados de 16 ratazanas Zucker (8 Ln e 8 Ob)
foram conservados durante 24 h nos 4°C em solugéo IGL-1

contendo 5 uM de tacrolimus.

5) IGL+CVD+TMZ+TCR: Figados de 16 ratazanas Zucker (8 Ln e
8 Ob) foram conservados durante 24 h nos 4°C em solugdo
IGL-1 contendo 10 uM de carvedilol, 1 uM de trimetazidina e

5 uM de tacrolimus.

Os resultados obtidos nos grupos 1 a 5 foram comparados com
os obtidos quando os figados de 16 ratazanas Zucker (8 Ln e
8 Ob) foram conservados durante 24 h nos 4°C em solugdo de

conservagao P1.

Procedimento

Apbds 24 h de conservacao a frio do enxerto, mediu-se os
niveis de alanina aminotransferase (ALT) cumulativa apds
isquémia prolongada. Além disso, apds 24 h de conservagédo a
frio do enxerto, e de modo a imitar o periodo isgquémico
quente sofrido pelo enxerto durante o implante cirurgico no
receptor, os figados foram expostos a 22°C durante 30 min.
Os figados foram depois ligados através da veia porta a um
sistema de ©perfusdo recirculante e foram sujeitos a
perfusdo durante 120 min nos 37°C. Durante os primeiros 15
min de perfusdo, aumentou-se progressivamente o fluxo de
modo a estabilizar a pressdo da veia porta em 12 mm Hg
(Pression Monitor BP-1, Instruments, Inc, Sarasota, FL,
EUA) . Controlou-se 0 fluxo utilizando uma bomba
peristaltica (Minipuls 3, Gilson, Franga). O 1ligquido de
perfusdo consistia num meio de cultura celular (William’s
médium E, Bio Whitaker, Espanha) com a solucdo de Krebs-
Heinseleit-albumina. O ligquido de perfusdo foi oxigenado
com uma mistura gasosa de 0, a 95% e CO; a 5%, e manteve-se

a temperatura do liquido de perfusdo nos 37°C. No fim da
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reperfusdo normotérmica (120 min), recolheu-se aliquotas do
liquido de perfusdo para avaliar a ALT. Também se avaliou a
produgdo de bilis e a eliminagcdo hepatica (%BSP) em

amostras de bilis e o teor de ATP nas amostras hepéaticas.

Determinac¢des bioquimicas

- Ensaio das transaminases. Avaliou—-se as transaminases

como um parémetro da lesdo hepatica de acordo com as
instrucdes fornecidas por kits comerciais da Boehringer

Mannheim (Munique, Alemanha).

- Producdo de bilis. Avaliou-se a producgdo de bilis como

um paradmetro da funcdo hepdtica. Recolheu-se a bilis
através do ducto biliar e estimou-se a produgdo de bilis
através da medicdo do volume de bilis obtido passados 120

min de perfusdo e registado como pL/g de figado.

- Eliminagdo hepadtica BSP. Como no caso da producgédo de

bilis, a eliminagdo hepatica de BSP ¢é considerada outro
parémetro fidvel da funcdo hepédtica. Adicionou-se 10 mg de
BSP (bromossulfoftaleina) ao liquido de perfusdo trinta
minutos apos a perfusao inicial. Determinou-se a
concentragdo de BSP nas amostras de Dbilis através da
medicdo da absorvéancia nos 580 nm. A eliminacdo hepéatica de

BSP foi expressa na forma de %BSP.
- ATP. Homogeneizou-se amostras hepdticas numa solucdo
contendo &cido percldérico, e mediu-se o0s niveis de ATP

através de cromatografia liquida de alta resolucéo.

Estudo estatistico

Os dados foram expressos como média = erro padrido da média.

Os dados obtidos foram sujeitos a um estudo estatistico
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através de uma analise do teste de variancia, e determinou-
se o0 nivel de significéncia estatistica através do teste de
Student-Newman-Keuls. Em todos os casos, o0s resultados

foram considerados significativamente diferentes se p<0,05.

Avaliou-se os niveis de ALT para prever a lesdo hepatica
apds o periodo de conservacdo do enxerto. Esta medida € uma
ferramenta valiosa para prever os danos no 6rgdo apds a
conservagdo no frio. Ao fim da isquémia fria, observou-se
niveis mais elevados de transaminases nos figados
esteatdéticos em comparacdo com os figados ndo esteatdticos
conservados em solucgdes UW ou IGL. Isto confirma a fraca
tolerdncia dos figados esteatdticos aos efeitos lesivos

causados durante a isquémia fria.

Os valores de ALT (U/L) ao fim da isquémia fria no caso dos
enxertos conservados em solugao UW eram de 32,87%+2,91 e de
152,23+2,21 no caso dos figados nao esteatdéticos e dos
figados esteatdéticos, respetivamente. 0Os valores de ALT
(U/L) ao fim da isquémia fria no <caso dos enxertos
conservados em solucdo IGL eram de 21,44+0,62 e 87,47+3,20
no caso dos figados nao esteatdéticos e dos figados

esteatdéticos, respetivamente.

Observou-se niveis mais elevados de transaminases nos
figados esteatdéticos ao fim da reperfusdo do gue os
encontrados nos figados ndo esteatdéticos. Os valores de ALT
(U/L) no fim da reperfusdo no caso dos enxertos conservados
em solugao de <conservagcao UW eram de 45,05+3,53 e
159,11+3,01 no caso dos figados nao esteatdéticos e dos
figados esteatdéticos, respetivamente. 0Os valores de ALT
(U/L) no fim da reperfusdo no caso dos enxertos conservados
em solucdo de conservacao IGL eram 35,62+2,32 e 121,41
+1,23 no caso dos figados ndo esteatdticos e dos figados

esteatdéticos, respetivamente.
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Avaliou-se a funcado hepatica através da medicdo da produgdo
de bilis e da eliminacgdo hepatica (%BSP). A producdo de
bilis e a %BSP eram mais baixas nos figados esteatdticos
conservados em solugdes UW ou IGL do que no caso dos
figados ndo esteatdéticos. 0Os valores da produgdo de bilis
(uL/g/120 min) no fim da reperfusdo no caso dos figados
conservados em solucgdes UW eram de 9,55+0,25 e de 1,46+0,18
no caso dos figados nao esteatdéticos e dos figados
esteatéticos, respetivamente. 0Os valores da produgdo de
bilis (pL/g/120 min) no fim da reperfusdo no caso dos
figados conservados em solugdo IGL eram de 14,25+0,63 e
3,4440,38 no caso dos figados nado esteatdéticos e dos
figados esteatdéticos, respetivamente. Os valores da % de
BSP na bilis no fim da reperfusdo no caso dos figados
conservados em solucgdes UW eram de 6,13+x1,13 e 4,70+0,65 no
caso dos figados nao esteatdticos e dos figados
esteatdéticos, respetivamente. Os wvalores da % de BSP na
bilis no fim da reperfusdo no caso dos figados conservados
em solucado IGL eram de 8,04+0,61 e 7,34+0,58 no caso dos
figados ndo esteatdticos e dos figados esteatdticos,

respetivamente.

Observou-se niveis de ATP mais baixos no fim da reperfusao
no caso dos figados esteatdticos conservados em solugdes UW
ou IGL-1 do que os registados no caso dos figados néo
esteatdéticos. Os valores de ATP (uM/g) no fim da reperfuséo
no caso dos figados conservados em solucdo UW eram de
0,9040,02 e 0,61+0,03 no caso dos figados ndo esteatdticos
e dos figados esteatdéticos, respetivamente. Os valores de
ATP (uM/g) no fim da reperfusdo no caso dos figados
conservados em solucgcdo IGL eram 1,19+0,09 e 0,77+£0,06 no
caso dos figados nao esteatodticos e dos figados

esteatdéticos, respetivamente.
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As Tabelas 3-6 abaixo mostram o efeito da adicao de
tacrolimus (TCR), carvedilol (CVD) e trimetazidina (TMZ) a
solugdes de conservacao conhecidas, e o efeito da solucgéao
de conservacgdo do Exemplo 1 (Pl) ao sujeitar figados
esteatéticos e ndo esteatdticos a um periodo de isquémia
prolongado. Os valores sao expressos na forma de
percentagem de protecdo em comparagado com solucdes de
conservacdo UW ou IGL-1 de paradmetros de lesdo e de
funcionalidade hepéatica: ALT ao fim de 24 h de isquémia (0
min), ALT ao fim de 120 min de reperfusdo (120 min),
producdo de bilis, % de BSP, e teor de ATP ao fim da

reperfusdo (120 min).

Tabela 3: Figados né&o esteatdéticos (de ratazanas Zucker Ln)

em solucao de conservacao UW

UW+ UW+ UW+ [UW+CVD]+ | UW+ P1
CVD TMZ TCR [UW+TMZ] + | TCR+
[UW+TCR] CVD+
TMZ

Alt (07,51 10,10 17,16 34,77 74,90 82,10
min)
Alt 11,66 17,44 20,59 49,69 76,68 85,05
(120
min)
Bilis 8,24 12,0 14,0 34,24 58,87 63,37
$BSP 9,38 10,69 13,76 33,83 50,80 63,76
ATP 8,65 5,28 16,66 30,59 54,8 66,37




Tabela 4: Figados esteatdéticos
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(de ratazanas Zucker 0b) em

solucdao de conservacao UW

UwW+ UW+ UW+ [UW+CVD] + | UW+ P1

CVD TMZ TCR [UWN+TMZ] + | TCR+

[UW+TCR] CVD+
T™MZ

Alt (0| 14,44 18,54 25,77 58,75 81,06 85,20
min)
Alt 11,0 10,12 19,55 40,67 71,33 78,53
(120
min)
Bilis 8,50 11,40 17,60 37,50 81,40 91,50
$BSP 11,45 10,70 13,30 35,45 56,0 67,50
ATP 7,26 6,53 16,22 30,01 55,20 75,0

Tabela 5: Figados nédo esteatdticos

em solugdo de conservagdo IGL-1

(de ratazanas Zucker Ln)

IGL+ IGL+ IGL+ [IGL+CVD]+ | IGL+ P1
CVD TMZ TCR [IGL+TMZ]+ | TCR+
[IGL+TCR] CVD+
TMZ

Alt (09,42 7,98 19,17 36,57 63,71 72,57
min)
Alt 15,97 17,41 18,59 51,97 70,52 81,11
(120
min)
Bilis 9,26 4,50 14,52 28,28 43,70 49,0
$BSP 8,74 8,37 10,15 27,26 41,40 49,0
ATP 8,17 8,41 16,56 33,14 48,63 59,60




Tabela 6: Figados esteatdéticos

solucdo de conservacgao IGL-1
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(de ratazanas Zucker 0Ob) em

IGL+ IGL+ IGL+ [IGL+CVD]+ | IGL+ P1
CVD TMZ TCR [IGL+TMZ]+ | TCR+
[IGL+TCR] CVD+
TMZ

Alt (019,89 13,94 19,24 43,07 61,75 74,27
min)
Alt 14,62 10,75 19,47 44,84 63,76 72,69
(120
min)
Bilis 9,30 6,0 15,0 30,30 59,0 72,10
%BSP 9,73 8,22 9,98 27,93 49,28 62,58
ATP 7,99 2,63 18,15 28,77 57,0 65,37

Em conformidade com os parémetros de lesdo e funcionalidade

hepaticas, o©0s nossos resultados indicam que a adicéo

combinada de tacrolimus, carvedilol e trimetazidina a
solugdes de conservacao UW ou IGL-1 (UW+TCR+CVD+TMZ ou IGL-
1+TCR+CVD+TMZ) teve por resultado um maior grau de protecéo
no caso dos figados esteatdéticos e nd&o esteatdticos, em
comparagdo com oS resultados obtidos quando se adicionou
tacrolimus, carvedilol e trimetazidina em separado a uma
solugéo de conservagao UwW (ou

IGL-1 (ou

seja,

[UW+TCR]+ [UW+CVD] + [UW+TMZ]) ou seja,

[IGL+TCR]+[IGL+CVD]+[IGL+TMZ]). Além disso, a solugado de

conservacgao Pl conferiu um maior grau de protegcao tanto no

caso dos figados esteatdéticos como dos figados néo

esteatdéticos, em comparagdo com os resultados obtidos no

caso de UW+TCR+CVD+TMZ e IGL-1 +TCR+CVD+TMZ.

Em resumo, a partir dos resultados mostrados nas Tabelas 3-
6, & possivel afirmar que o efeito sinérgico é observado no

caso das solugdes da presente invencdo, o qgue se torna
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particularmente evidente no caso da solugcdo de conservagao
Pl. Este efeito sinérgico ¢é particularmente melhorado no

caso dos figados esteatdticos.



REIVINDICACOES

Solucdo aquosa para a conservacao de tecidos e de
6rgédos, caracterizada por compreender uma guantidade
eficaz de carvedilol, uma quantidade eficaz de

tacrolimus e uma quantidade eficaz de trimetazidina.

Solucdo de acordo com a reivindicagcdo 1, caracterizada
por ter uma concentracdo de carvedilol compreendida
entre 5 e 10 microM, uma concentracdo de tacrolimus
compreendida entre 5 e 10 microM, e uma concentracdo de
trimetazidina compreendida entre 0,01 microM e 10

microM.

Solugdo de acordo com uma das reivindicagbes 1-2,
caracterizada por compreender ainda polietilenoglicol

com um peso molecular superior a 15.000.

Solugdo de acordo com uma das reivindicagbes 1-3,
caracterizada por ter um pH de 6,5 a 8 e uma
osmolaridade de 290 a 320 milimoles/kg, e ainda por

compreender:

- polietilenoglicol com um peso molecular superior
a 15.000 numa concentracédo de 0,01 a 5 mM,

- rafinose numa concentracdo de 20 a 40 mM,

- MgS0O, numa concentracdo de 1 a 10 mM,

- H,PO4- numa concentracdo de 10 a 40 mM,

- ides de potédssio numa concentracdo de 30 a 50 mM,

- ides de sddio numa concentracdo de 110 a 160 mM,
e

- dcido lactobidénico numa concentracgdo de 70 a 140

mM.



Solucdo de acordo com a reivindicacdo 4, caracterizada
por o valor de pH ser 7,4, a osmolaridade ser 320
milimoles/kg, a concentracdo de polietilenoglicol ser
0,03 mM, a concentracdo de rafinose ser 30 mM, a
concentracao de MgSOs ser 5 mM, a concentracao de HyPOs
ser 25 mM, a concentracdo de ides de potédssio ser 40
mM, a concentracdo de ides de sédio ser 120 mM, a
concentracdo de 4cido lactobidénico ser 100 mM, a
concentracao de tacrolimus ser 5 microM, a concentracédo
de carvedilol ser 10 microM, e a concentracao de

trimetazidina ser 1 microM.

Solucdo de acordo com a reivindicagao 5, caracterizada

pPor ser composta por:

- polietilenoglicol com um peso molecular de cerca
de 35000 numa concentracao de 0,03 mM,

- rafinose numa concentracado de 30 mM,

- MgSO, numa concentracdo de 5 mM,

- H,PO, numa concentracao de 25 mM,

- i6es de potédssio numa concentracao de 40 mM,

- ides de sbédio numa concentracgdo de 120 mM,

- dcido lactobidénico numa concentragdo de 100 mM,

- tacrolimus numa concentracgdo de 5 microM,

- carvedilol numa concentracgdo de 10 microM, e

- trimetazidina numa concentracdo de 1 microM.

Solugcédo de acordo com a reivindicacdo 6, caracterizada
por compreender ainda dexametasona numa concentragdo de

16 g/L, e penicilina numa concentracgdo de 200.000 U/L.



10.

11.

12.

13.

Solugao de acordo com uma das reivindicacgdes 6-7,
caracterizada por nac compreender nenhum de glutationa,

hidroxietilamido, insulina, alopurinol e adenosina.

Utilizagdo da solucdo como definido em qualguer uma das
reivindicacdes 1-8, caracterizada por ser usada com

vista a conservacgao de um tecido ou érgéo.

Utilizacgao de acordo com a reivindicagao 9,

caracterizada por o 6rgdo ser um 6rgao abdominal.

Utilizacgéao de acordo com a reivindicacgao 10,
caracterizada por o o6rgdao abdominal ser um o6rgao

marginal.

Utilizacéo de acordo com a reivindicacgao 11,
caracterizada por o 6rgdao marginal ser um figado

esteatdtico.

Método para a conservacgdo de tecidos e 6rgéos,
caracterizado por compreender manter os referidos
tecidos ou &érgdos na solugdo de conservacgdo aquosa,
como definido em qualgquer uma das reivindicagdes 1-8, a

uma temperatura compreendida entre 2-10°C.
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