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DESCRIPCION
Tratamiento de 6rganos ex vivo con moléculas de PEG-fosfolipido
Campo técnico

La invencion se refiere en general a tratamientos de 6rganos ex vivo, y en particular a tales tratamientos de érganos
ex vivo capaces de inhibir o prevenir la tromboinflamacioén e hipotensién inducidas por la reperfusion de 6rganos.

Antecedentes

La lesion por reperfusion por isquemia (I/R) (IRI) es un contribuyente importante para la patologia de varias afecciones
incluyendo trasplantes, trastornos tromboticos, sepsis y baipas cardiopulmonar, que inducen la tromboinflamacion.

Hasta la fecha, el trasplante de rifidn es el tratamiento mas efectivo para los pacientes con enfermedad renal en estadio
terminal. A pesar de las impresionantes mejoras en los resultados del tratamiento en comparacion con la introduccion
en la década de 1960, todavia hay una pérdida del injerto del 25 % después de 5 afios y casi el 50 % después de 10
anos. La diana principal para mejorar los resultados del trasplante de rifién es la IRI, ya que la IRI evoca insuficiencia
renal aguda, retraso en la funcién del injerto e insuficiencia de érganos remotos. La inmunosupresién no afecta en
gran medida al sistema inmunitario innato humoral y, por lo tanto, no atenda la IRI. El campo de los trasplantes también
se ve obstaculizado por la escasez de 6rganos. Una opcion para aumentar el grupo de donantes es un mayor uso de
6rganos marginales, tales como los de donantes fallecidos después de muerte cardiaca (DCD). Sin embargo, estos
6rganos también se ven gravemente afectados por la IRI.

Durante la isquemia, el metabolismo cambia a una condicion anaerdbica que finalmente da como resultado un estado
inflamatorio, que se desencadena por la regulacion al alza y a la baja de una serie de genes, incluyendo el potenciador
de la cadena ligera kappa de factor nuclear de las células B activadas (NF-kB) y, por lo tanto, citoquinas, quimioquinas
y factor tisular (TF), pero también genes que protegen contra la isquemia, tales como la hemooxigenasa 1 (HO-1),
factores inducibles por hipoxia (HIF) 1 y 2 y nitrotirosina. En condiciones de normoxia, la superficie de las células
endoteliales esta cubierta por una malla “pilosa” cargada negativamente llamada glicocalix (GCX), que comprende una
red compleja de proteoglicanos, glicosaminoglicanos y glicoproteinas que incorpora proteinas antiinflamatorias y
anticoagulantes para asegurar la homeostasis microvascular y prevenir la tromboinflamacion. Ademas, la GCX gruesa
protege la superficie celular y las moléculas de adhesién, tales como la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1),
molécula de adhesién celular vascular 1 (VCAM-1) y E-selectina, evitando asi el reclutamiento de leucocitos y
plaquetas en la superficie endotelial. La GCX es muy sensible al estrés oxidativo y al dafio estructural inducido por
isquemia, que a menudo da lugar a una rapida pérdida de la capa de GCX. Esto esta causado por la expresion de
heparinasa y metaloproteinasas en el revestimiento de células endoteliales, lo que da lugar a la escision y degradacion
de la GCX que protege las células endoteliales del ataque inmune innato. La GCX alberga una serie de factores de
crecimiento, tales como el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), que de ese modo se liberan durante la degradacion de GCX. Esto también dara como resultado que los
reguladores del complemento, coagulacion y los sistemas de contacto se liberen de la superficie celular. Dichos
reguladores son, por ejemplo, antitrombina (AT), proteina C, inhibidor de la via del factor tisular (TFPI), proteina de
unién a C4b (C4BP), factor H e inhibidor de C1 (C1-INH) con la consecuencia de que la superficie de las células
endoteliales estara desprotegida contra los ataques del complemento, coagulacion y sistemas de contacto.
Finalmente, si la isquemia persiste, las reservas de trifosfato de adenosina (ATP) se agotan, lo que conduce a la
apoptosis y la necrosis.

La reperfusién del 6rgano isquémico induce un proceso de reparacion, pero inicialmente inicia una lesion devastadora
en el 6rgano debido a los cambios patoldgicos ya inducidos por la isquemia. La rapida oxigenacion genera una lesion
que implica la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la superficie endotelial desprotegida desencadena
una activacién destructora del complemento y los sistemas de contacto. En el trasplante, la expresion de colectina-
11/12 (CL-11/12) en el injerto renal reconoce las células isquémicas y contribuye a la activacion del complemento a
través de la via de la lectina (LP). Otras moléculas de reconocimiento, tales como la lectina de unién a manosa (MBL)
y Ficolina-2, de la LP también se han vinculado a la activacion del complemento. La evidencia de activacion del
complemento es la deposicion de C4d sobre las células endoteliales combinada con la deposicién de complejo de
ataque de membrana (MAC) en el parénquima cerca de los vasos, que indica dafio celular en estas zonas.
Desencadenada por la expresion de TF regulada al alza y la activacién del sistema de contacto, la deposicién de
fibrina revela que el sistema de coagulacion esta activado. En combinacion con la activacion del complemento, la
regulacion al alza y exposicion del factor von Willebrand (VWF) seguido de la unién y activacion de las plaquetas y
neutrdéfilos polimorfonucleares (PMN) a la superficie endotelial, se desencadena la tromboinflamacién. Gran parte de
esta tromboinflamacién esta dirigida por factores del complemento producidos localmente, claramente demostrado en
un modelo de ratén de trasplante de rifidén, donde la desactivacion génica de C3 protege al 6rgano trasplantado del
rechazo.

La reperfusién del 6rgano trasplantado también se asocia con la inestabilidad hemodinamica posterior a la reperfusion.
Este fendmeno, que previamente se ha descrito como sindrome posterior a la reperfusion (PRS), se describié por
primera vez en receptores de trasplante de higado que experimentaron una inestabilidad hemodinamica grave
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después de la reperfusion del injerto de higado. Sin embargo, este fenémeno también se observa en los receptores
de trasplantes de rifidn y pancreas, que a menudo sufren de inestabilidad hemodinédmica instantanea después de la
reperfusion. En consecuencia, la rapida disminucién de la presién arterial sistémica da como resultado una perfusion
alterada del injerto y prolongacién de la isquemia caliente del injerto. Estos pacientes pueden sufrir retraso en la funcién
del injerto, mayor riesgo de rechazo y pérdida prematura del injerto.

El polimero anfifilico polietilenglicol)-fosfolipido (fosfolipido conjugado con PEG o simplemente PEG-fosfolipido) se
incorpora espontaneamente en la membrana bicapa lipidica de las membranas celulares mediante interacciones
hidrofobas [1, 2]. Ademas, la creacién de una capa de superficie celular artificial por PEG-fosfolipido podria atenuar la
reaccion inflamatoria mediada por sangre instantanea (IBMIR) y prolongar tanto la supervivencia como la funcién de
los islotes después de la infusion intraportal en ratones diabéticos [3, 6].

Se ha mostrado previamente que el PEG-fosfolipido conjugado con reguladores inmunes innatos, tales como apirasa
y Factor H, protege las células y las superficies materiales contra el ataque inmune innato in vitro [4, 5].

Ekdahl et al., Protective role of PEG conjugated phospholipid in reducing ischemic reperfusion injury in two allogenic
pig kidney transplant models, Immunology 221(10): 1184, 2016, divulga que los recubrimientos con PEG-lipido tienen
mucho éxito en la disminucién de la respuesta inmune innata durante el trasplante alogénico en modelos de animales
grandes.

Sin embargo, existe la necesidad de mejoras en relacién con el trasplante de 6rganos.

Resumen

Un objetivo general es proporcionar mejoras en relacion con el trasplante de érganos.

Este y otros objetivos se cumplen mediante las realizaciones que se describen en la presente memoria.

La invencién se define en las reivindicaciones independientes. Otras realizaciones de la invencion se definen en las
reivindicaciones dependientes.

Un método ex vivo para tratar un 6rgano o una parte del érgano comprende infundir ex vivo una solucion que
comprende moléculas de PEG-fosfolipido en un sistema vascular del 6rgano o la parte del érgano. El método también
comprende incubar ex vivo la solucién que comprende moléculas de PEG-fosfolipido en el sistema vascular para
permitir el recubrimiento de al menos una porcion del revestimiento endotelial del sistema vascular con las moléculas
de PEG-fosfolipido mientras se mantiene el érgano o parte del 6rgano sumergido en una solucién de conservacion de
6rganos que comprende moléculas de PEG-fosfolipido.

La invencién también se refiere a PEG-fosfolipido para su uso en la inhibicion o prevencién de la hipotension asociada
con el desarrollo de reperfusién después de la reperfusién de un injerto de érgano en un sujeto receptor. Un injerto de
6rgano ex vivo tratado con moléculas de PEG-fosfolipido tenia significativamente menos tromboinflamacion en
comparacion con los injertos de érgano de control no tratados, como se refleja por los niveles en plasma de marcadores
de coagulacion, tales como TAT, y marcadores del complemento, tales como C3a y sC5b-9. También la expresion de
citoquinas, particularmente IL-6 e IL-10, se suprimié mucho en los injertos de 6rganos tratados con PEG-fosfolipido.
La funcién del 6rgano mejoré en los injertos de 6rganos tratados con PEG-fosfolipido. Los injertos de 6rganos tratados
con PEG-fosfolipido también mostraron una deposicién reducida de los marcadores del complemento, tales como C3b
y MAC, y expresion de C5aR. Un efecto muy sorprendente, pero médicamente significativo, del tratamiento ex vivo de
un injerto de 6rgano con moléculas de PEG-fosfolipido fue que tal tratamiento con PEG-fosfolipido fue capaz de reducir
la devastadora caida de la presion arterial en el receptor que se asocia frecuentemente con la reperfusién del injerto
de érgano. Ademas, después de 4 dias, el tratamiento con PEG-fosfolipido fue capaz de reducir el aumento de las
citoquinas IL-4 e IL-12 dependientes de las células T, que estéan asociadas con la activacion de la respuesta inmune
adaptativa.

Breve descripcion de los dibujos

Las realizaciones, junto con otros objetos y ventajas de las mismas, pueden entenderse mejor haciendo referencia a
la siguiente descripcion tomada junto con las figuras adjuntas, en las que:

La Fig. 1 ilustra esquematicamente el mecanismo de interaccién hidréfoba de la molécula de PEG-lipido con las
bicapas lipidicas de las membranas celulares.

Las Fig. 2A a 2C ilustran el efecto de varios grupos funcionales de PEG-fosfolipido en la coagulacion (Fig. 2A) y
complemento (Fig. 2B y 2C) cuando se analizaron las MSC recubiertas en un modelo de bucle de Chandler in vitro en
comparacioén con el control (células no recubiertas).

La Fig. 3 ilustra la concentracion en fase fluida durante 60 min durante la perfusién con 25 mL de 2 mg/mL de FITC-
PEG-fosfolipido. Los circulos indican sin rifién conectado y los cuadrados indican con rifién conectado. La captacion
calculada de PEG-fosfolipido fue del 76 %.
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Las Fig. 4A a 4F ilustran las biopsias recuperadas de los rifiones de control y tratados en el punto de tiempo de 5 min
(Fig. 4A: control, Fig. 4B: tratado), 60 min (Fig. 4C: control, Fig. 4D: tratado) y 360 min (Fig. 4E: control, Fig. 4F: tratado)
posterior a la reperfusion. Los rifiones fueron perfundidos con solucién de biotina-PEG-fosfolipido y la validacién del
recubrimiento del endotelio renal con PEG-fosfolipido se realizd por contratincién con estreptavidina-488. Las
secciones se analizaron por microscopia confocal.

Las Fig. 5A a 5E ilustran la activaciéon del complemento en el modelo de trasplante de rifildn porcino alogénico a corto
plazo. Fig. 5A C3a en plasma, Fig. 5B sC5b-9, Fig. 5C C4d, Fig. 5D C3b y Fig. 5E deposicion de MAC en biopsias del
rifidn. Los cuadrados y barras con flechas representan los rifiones tratados con PEG-fosfolipido y los circulos y barras
sin flechas representan el control no tratado. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.

Las Fig. 6A a 6D ilustran la activacion de la coagulacion en el modelo de trasplante de rifiédn alogénico a corto plazo.
Fig. 6A TAT en plasma, Fig. 6B TF, Fig. 6C FXII/AT y Fig. 6D FXII/C1 INH. Los cuadrados representan los rifones
tratados con PEG-fosfolipido y los circulos representan el control no tratado. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

Las Fig. 7A a 7C ilustran la concentracién de citoquinas proinflamatorias en el modelo de trasplante de rifién alogénico
a corto plazo. Fig. 7A IL-1B en plasma, Fig. 7B IL-6, y Fig. 7C TNF. Los cuadrados representan los rifiones tratados
con PEG-fosfolipido y los circulos representan el control no tratado. *p < 0,05; **p < 0,01.

Las Fig. 8A a 8C ilustran la activacion del complemento y de la coagulacion en el modelo de trasplante de rifion
alogénico a largo plazo. Fig. 8A C3a en plasma, Fig. 8B sC5b-9 y Fig. 8C TAT. Los cuadrados representan los rifones
tratados con PEG-fosfolipido y los circulos representan el control no tratado. *p < 0,05; **p < 0,01.

Las Figs. 9A a 9L ilustran la concentracién de citoquinas/quimioquinas en el modelo de trasplante de rifidn alogénico
a largo plazo. Fig. 9A INFy en plasma, Fig. 9B IL-1B, Fig. 9C IL-1a, Fig. 9D IL-1R, Fig. 9E IL-2, Fig. 9F IL-4, Fig. 9G
IL-6, Fig. 9H IL-10, Fig. 9l IL-8, Fig. 9J IL-12, Fig. 9K IL-18 y Fig. 9L TNF. Los cuadrados representan los rifiones
tratados con PEG-fosfolipido y los circulos representan el control no tratado.

Las Fig. 10A y 10B ilustran la evaluacion funcional del rifién tratado con PEG-fosfolipido en los modelos de trasplante
de rifdn alogénico a corto plazo (Fig. 10A) y a largo plazo (Fig. 10B). En la Fig. 10A, se evalué la diuresis y, en la Fig.
10B, se midieron los niveles de creatinina. Los cuadrados representan los rifiones tratados con PEG-fosfolipido y los
circulos representan el control no tratado. *p < 0,05.

La Fig. 11 ilustra la evaluaciéon funcional con respecto al aumento compensatorio en la frecuencia del pulso
inmediatamente después de la reperfusién en los cerdos trasplantados con los rifiones tratados con PEG-fosfolipido
en comparacion con los animales trasplantados con los rifiones de control en los modelos de trasplante de rifidn
alogénico a largo plazo. *p < 0,05.

La Fig. 12 ilustra la morfologia macroscopica de los rifiones porcinos posterior a (1) obtencién, (2) perfusion
hipotérmica estatica y (3) perfusion con PEG-fosfolipido.

La Fig. 13 ilustra la retencion de moléculas de PEG-fosfolipido con diferentes longitudes de la subunidad de PEG
(circulos de 1 kDa, cuadrados de 5 kDa y triangulos de 40 kDa) usando células CCRF-CEM.

La Fig. 14 ilustra la sintesis de [(Ga]NO2A-propil-azida.
La Fig. 15 ilustra la sintesis de ®Ga-NO2A-PEG-lipido.

Las Fig. 16A y 16B ilustran los valores de TAT y los valores de creatinina en plasma después de la incubacion de
rifiones de cerdo durante 24 horas en solucion de HTK suplementada con PEG-fosfolipido (tratado) o solucion de HTK
solamente (control) a 4 °C.

Las Fig. 17A a 17D ilustran la activacion del complemento y de la coagulacion, y los niveles de creatinina en el modelo
de trasplante de riidn alogénico a largo plazo, TAT en plasma (Fig. 17A), C3a (Fig. 17B), sC5b-9 (Fig. 17 C) y
creatinina (Fig. 17D). Las lineas con cuadrados representan los rifiones tratados con PEG-fosfolipido y las lineas con
circulos representan el control no tratado. *p < 0,05.

Las Fig. 18A a 18G ilustran la concentracién de citoquinas/quimioquinas en el modelo de trasplante de rifidn alogénico
a largo plazo, IL-1B en plasma (Fig. 18A), IL-2 (Fig. 18B), IL-4 (Fig. 18C), IL-6 (Fig. 18D), IL-8 (Fig. 18E), IL-10 (Fig.
18F) y TNF (Fig. 18G). Los cuadrados representan los rifiones tratados con PEG-fosfolipido y los circulos representan
el control no tratado. *p < 0,05.

La Fig. 19 ilustra la captacion de PEG-lipido 5 kDa y PEG-lipido 40 kDa después de la infusion de las moléculas de
PEG:-lipido en los rifiones de cuatro cerdos diferentes con un rifién usados para PEG-lipido 5 kDa y la otra para PEG-
lipido 40 kDa. Los rifiones se perfundieron con solucién de FITC-PEG-fosfolipido y se visualizé la validacion del
recubrimiento del endotelio y parénquima de rifidn con PEG-fosfolipido. Las secciones se analizaron mediante
microscopia confocal.
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La Fig. 20 ilustra la capacidad de mezclado de moléculas de PEG-lipido en tres liquidos de perfusién cominmente
usados (HTK, IGL-1 y UW). No se observoé precipitacion en ninguna de estas mezclas a una concentracion de 2 mg/ml
de PEG-lipido.

Descripcion detallada

La invencion se refiere en general a tratamientos de 6rganos ex vivo, y en particular a tales tratamientos de érganos
ex vivo capaces de tratar, inhibir o prevenir la tromboinflamacién, que precede a la activacion del sistema inmune
adaptativo, y la hipotension inducida por reperfusién de 6rganos.

El método ex vivo de la invencion conduce a una mejora significativa en trasplantes de 6rganos y tratamientos de
6rganos al proporcionar un blindaje o recubrimiento protector del revestimiento endotelial o endotelio del sistema
vascular y del parénquima de tales 6rganos o partes de tales 6rganos. Este recubrimiento protector constituye una
proteccion efectiva contra la tromboinflamacion y los efectos deletéreos de lesidn por reperfusion por isquemia (I/R)
(IR1).

El glucocdliz es esencial para asegurar la hemostasia microvascular y la prevencion de la tromboinflamacién. Sin
embargo, este glucocdliz es muy sensible al estrés oxidativo y al dafio inducido por isquemia. Por lo tanto, el
recubrimiento protector del glucocaliz se pierde rapidamente durante la isquemia que se produce en relacion con la
obtencion de 6rganos y la conservacion de érganos in vitro. Una vez trasplantado y reperfundido el injerto de 6rgano,
se induce un proceso de reparacién, que da inicio a una lesion devastadora en el injerto de érgano debido a la ausencia
o dafios al glucocaliz. Por lo tanto, el sistema de contacto y complemento se activan. Las plaquetas se consumen y
los leucocitos se activan y se infiltran en el injerto de érgano. Como consecuencia de la activacién de estos sistemas,
se generan citoquinas que en Ultima instancia conducen a la muerte celular y la pérdida del injerto 0 a un retraso en
la funcién del injerto. Esta devastadora lesion al injerto de érgano es una tromboinflamacion, que se desencadena
principalmente por el sistema inmune innato humoral que consiste principalmente en los sistemas en cascada de la
sangre, es decir, los sistemas del complemento, contacto/coagulacion y fibrinoliticos. La activacion de estos sistemas
posteriormente induce la activacién de células endoteliales, leucocitos y plaquetas, dando como resultado finalmente
a reacciones tromboticas e inflamatorias.

Como se muestra en la presente memoria, mediante el tratamiento ex vivo de un érgano o una parte del 6rgano con
moléculas de polietilenglicol)-fosfolipido (PEG-fosfolipido), el 6rgano o la parte del érgano puede protegerse contra la
tromboinflamacién. Por lo tanto, las moléculas de PEG-fosfolipido son capaces de unirse a las membranas celulares
del revestimiento endotelial del sistema vascular del 6rgano o de la parte del érgano y compensar asi la pérdida del
glucocaliz. Por lo tanto, las moléculas de PEG-fosfolipido forman un recubrimiento protector del endotelio que inhibe
o al menos reduce significativamente los efectos deletéreos de la tromboinflamacién, incluyendo los niveles mas bajos
de coagulacion y activacion del complemento, supresion de la expresién de citoquinas y mejora general de la funcion
del injerto.

En particular, el tratamiento ex vivo del 6rgano con moléculas de PEG-fosfolipido condujo a una reduccién significativa
de las citoquinas, tales como las citoquinas especificas de las células T, incluyendo la interleuquina 4 (IL-4) e IL-12.
En los érganos de control no tratados, hubo un alto nivel de tales citoquinas varios dias después del trasplante, lo que
tiene un efecto negativo sobre la inmunizacion continua y la inmunosupresién futura. Por lo tanto, el recubrimiento del
endotelio por moléculas de PEG-fosfolipido inhibe los efectos y dafios inducidos por citoquinas en el 6rgano o la parte
del 6rgano después del trasplante y también mejora el resultado de la inmunosupresion después del trasplante.

Otro efecto muy sorprendente logrado por el tratamiento ex vivo de érganos o parte de érganos con moléculas de
PEG-fosfolipido fue el tratamiento, inhibicion o prevencion de la inestabilidad hemodinamica con aumento de la
frecuencia cardiaca e hipotensién asociada con la reperfusién que se desarrolla después de la reperfusién del injerto
de drgano. Tal hipotension en relacién con el trasplante puede dar lugar a una mala perfusién, fallo organico e incluso
conducir a la muerte del paciente. La hipotension se induce cuando el injerto de érgano se conecta al sistema vascular
del paciente y, por lo tanto, se reperfunde. El tratamiento de tal hipotension es hoy una tarea importante durante el
trasplante de érganos, ya que, si no se puede tratar la hipotensién, existe un riesgo significativo de muerte del paciente
durante el trasplante. Sin embargo, mediante el tratamiento ex vivo del injerto de 6rgano antes del trasplante con
moléculas de PEG-fosfolipido, la hipotensién podria prevenirse o al menos inhibirse o reducirse significativamente.
Por lo tanto, el riesgo de dafnos inducidos por hipotension en relacion con el trasplante de érganos se reduce usando
moléculas de PEG-fosfolipido de la invencion. Por lo tanto, las moléculas de PEG-fosfolipido de la invencion son Utiles
para tratar, prevenir y/o inhibir el sindrome de post-reperfusiéon (PRS).

Por lo tanto, un aspecto de la invencién se refiere a un método ex vivo para tratar un érgano o una parte de un érgano.
El método comprende infundir ex vivo una solucion que comprende moléculas de PEG-fosfolipido en un sistema
vascular y, opcionalmente, en un parénquima, del érgano o de la parte del érgano. El método también comprende
incubar ex vivo la solucién que comprende moléculas de PEG-fosfolipido en el sistema vascular, y opcionalmente el
parénquima, para permitir recubrir al menos una porcién del revestimiento endotelial del sistema vascular, y
preferiblemente del parénquima, con las moléculas de PEG-fosfolipido manteniendo el 6rgano o la parte del 6rgano
sumergido en una solucién de conservacion de 6rganos que comprende moléculas de PEG-fosfolipido.
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Por lo tanto, el método ex vivo comprende introducir moléculas de PEG-fosfolipido en el sistema vascular del érgano
0 una parte del 6rgano y alli permitir que las moléculas de PEG-fosfolipido interactien y se unan a las membranas
celulares del endotelio y el parénquima. La Fig. 1 ilustra esquematicamente este principio con las moléculas de PEG-
fosfolipido que interactian hidréfobamente con la membrana de la bicapa lipidica del endotelio para anclar o unir de
ese modo las moléculas de PEG-fosfolipido en la membrana celular a través del grupo fosfolipido.

La interaccion entre las moléculas de PEG-fosfolipido con la membrana de la bicapa lipidica del endotelio y
opcionalmente del parénquima, tal como el parénquima renal en el caso de un rifién, tiene lugar ex vivo mientras el
6rgano o la parte del érgano esta sumergido o sumergida en una solucién de conservacion de érganos que comprende
moléculas de PEG-fosfolipido. Los datos experimentales tal como se presentan en la presente memoria indican que
mantener el érgano sumergido en una solucion de conservacion de érganos que comprende moléculas de PEG-
fosfolipido da como resultado una expresion de citoquinas y activacién del sistema de cascada significativamente
menor en comparacién con simplemente mantener el 6rgano o la parte del érgano sumergido en una solucion de
conservacion de 6rganos que carece de cualquier molécula de PEG-fosfolipido incluso si el sistema vascular, y
opcionalmente el parénquima, del érgano o la parte del 6rgano esté recubierto con moléculas de PEG-fosfolipido.

Por lo tanto, con el fin de lograr un tratamiento ex vivo eficiente de 6rganos o partes de 6rganos, el sistema vascular
y, opcionalmente, el parénquima del érgano o parte del érgano deben exponerse a moléculas de PEG-fosfolipido y el
6rgano o la parte del érgano debe sumergirse en una solucion de conservacion de 6rganos que comprende moléculas
de PEG-fosfolipido. El efecto anti-tromboinflamatorio de tal tratamiento ex vivo mejora significativamente en
comparacioén con la infusién meramente ex vivo de una solucion que comprende moléculas de PEG-fosfolipido en el
sistema vascular y, opcionalmente, en el parénquima, del 6rgano o la parte del érgano. De hecho, los efectos anti-
tromboinflamatorios del tratamiento ex vivo de la invencién ya se indujeron durante el periodo de isquemia en frio
cuando se mantiene el érgano o la parte del érgano sumergido en la solucion de conservacién de 6rganos que
comprende moléculas de PEG-fosfolipido, es decir, incluso antes de la reperfusién del 6rgano o la parte del érgano.

En una realizacién particular, el 6rgano o la parte del 6rgano primero se infunde ex vivo con la solucién que comprende
moléculas de PEG-fosfolipido en el sistema vascular y, opcionalmente, en el parénquima, del 6rgano o la parte del
organo. Esta infusién ex vivo tiene lugar ventajosamente tan pronto como sea posible después del explante y
extraccion del érgano o la parte del érgano del cuerpo del donante. El érgano perfundido o parte del 6rgano luego es
sumergido en la solucién de conservacion de o6rganos que comprende PEG-fosfolipido y se mantiene en esta,
preferiblemente a temperatura reducida tal como aproximadamente 4 °C, que se discute adicionalmente en la presente
memoria.

En otra realizacién particular, el érgano o la parte del érgano primero se sumerge en la soluciéon de conservacion de
6rganos que comprende moléculas de PEG-fosfolipido y luego la solucién que comprende moléculas de PEG-
fosfolipido se infunde ex vivo en el sistema vascular y, opcionalmente, en el parénquima, del érgano o de la parte del
organo. Esta infusion ex vivo se puede realizar mientras se mantiene el 6rgano o la parte del 6rgano sumergido en la
solucién de conservacion de érganos que comprende moléculas de PEG-fosfolipido. Alternativamente, el érgano o la
parte del érgano se retira temporalmente de la solucién de conservacion de érganos para realizar la infusién ex vivo y
luego se vuelve a poner en la solucién de conservacion de érganos que comprende moléculas de PEG-fosfolipido.

En una realizacién, el método también comprende infundir ex vivo una solucion de conservacién de 6rganos en el
sistema vascular para eliminar por lavado las moléculas de PEG-fosfolipido no unidas del sistema vascular. Por lo
tanto, las moléculas de PEG-fosfolipido no unidas se eliminan por lavado preferiblemente en una o multiples, es decir,
al menos dos, etapas de lavado usando una solucion de conservacion de érganos.

Tal solucién de conservacion de érganos también puede usarse para lavar el sistema vascular del 6rgano o la parte
del érgano antes de infundir la solucion que comprende moléculas de PEG-fosfolipido en una o mdltiples etapas de
lavado. En tal realizacién, el método también comprende infundir ex vivo una solucién de conservacién de érganos en
el sistema vascular antes de infundir ex vivo la soluciéon que comprende moléculas de PEG-fosfolipido en el sistema
vascular. La infusién inicial de la solucion de conservacion de 6rganos antes de anadir moléculas de PEG-fosfolipido
lavara el sistema vascular del érgano o la parte del 6rgano para facilitar asi un recubrimiento eficiente del endotelio
con moléculas de PEG-fosfolipido.

En una realizacién, la infusion ex vivo de la solucion que comprende moléculas de PEG-fosfolipido comprende pinzar
ex vivo una de una arteria y una vena del sistema vascular. Esta realizacion también comprende infundir ex vivo la
solucion que comprende moléculas de PEG-fosfolipido en la otra arteria y la vena y pinzar ex vivo la otra arteriay la
vena.

Por lo tanto, en una realizacién, una vena (o arteria) del sistema vascular del 6rgano o la parte del 6rgano es pinzada
inicialmente para evitar que la soluciéon que se anade fluya fuera del sistema vascular. La solucion con moléculas de
PEG-fosfolipido se afiade a una arteria (o vena) del sistema vascular y luego esta arteria (o vena) se pinza para evitar
que la solucién que se afade fluya fuera del sistema vascular. Por lo tanto, los vasos sanguineos de entrada y salida
del sistema vascular en el érgano o la parte del 6rgano se cierran mediante pinzamiento para mantener asi la solucion
que comprende moléculas de PEG-fosfolipido dentro del sistema vascular y permitir asi que las moléculas de PEG-
fosfolipido se unan al endotelio del sistema vascular.
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En otra realizacion, la solucion con moléculas de PEG-fosfolipido se infunde en una arteria (0 vena) del sistema
vascular del 6rgano o la parte del 6rgano hasta que la solucion aparece en una vena (o arteria) del rgano o la parte
del 6rgano. Esto confirma que la solucion con moléculas de PEG-fosfolipido ha llenado el sistema vascular. En ese
momento, se pinzan la arteria y la vena.

La solucion que comprende moléculas de PEG-fosfolipido se puede afadir a través de una vena o a través de una
arteria. En una realizacion particular, la solucién se infunde en una arteria. En tal realizacion particular, el pinzamiento
inicial opcional se realiza entonces preferiblemente de una vena del sistema vascular.

Las realizaciones de pinzamiento descritas anteriormente son particularmente Gtiles cuando la solucién infundida ex
vivo en el sistema vascular es diferente de la solucion de conservacion de érganos, en la que se sumerge el érgano o
la parte del érgano, y/o las moléculas de PEG-fosfolipido comprendidas en la solucién son diferentes de las moléculas
de PEG-fosfolipido contenidas en la solucién de conservacion de 6rganos. En otros casos, no se necesita pinzamiento
ya que la misma solucién de conservacion de érganos que contiene PEG-fosfolipido se infundira ex vivo en la que se
sumerge el érgano o la parte del érgano.

La solucion que comprende moléculas de PEG-fosfolipido se incuba preferiblemente ex vivo en el sistema vascular
durante un periodo de tiempo desde 10 minutos hasta 48 horas para permitir que las moléculas de PEG-fosfolipido
interactden hidr6fobamente con las membranas celulares del endotelio y de ese modo recubran al menos una porcion
del sistema vascular del 6rgano o la parte del érgano. La incubacion ex vivo se realiza preferiblemente desde
20 minutos hasta 36 horas y mas preferiblemente desde 30 minutos hasta 24 horas, tal como desde 30 minutos hasta
12 horas, hasta 8 horas, hasta 4 horas o hasta 1 hora.

La cantidad de soluciéon que comprende moléculas de PEG-fosfolipido infundida en el sistema vascular depende del
tipo de érgano y tamano del 6rgano (adulto frente a nifio). Generalmente, el volumen de la solucién debe ser suficiente
para llenar el sistema vascular del 6rgano. En la mayoria de las aplicaciones practicas, desde 5 mL hasta 250 mL de
la solucién que comprende moléculas de PEG-fosfolipido se infunden ex vivo en el sistema vascular. En una
realizacién preferida, desde 5 mL hasta 100 mL y preferiblemente desde 5 mL hasta 50 mL de solucién que comprende
moléculas de PEG-fosfolipido se infunden ex vivo en el sistema vascular.

En una realizacion, la solucion comprende desde 0,25 mg/mL hasta 25 mg/mL de moléculas de PEG-fosfolipido. En
una realizacién preferida, la solucion comprende desde 0,25 mg/mL hasta 10 mg/mL, preferiblemente desde
0,25 mg/mL hasta 5 mg/mL, tal como 2 mg/mL de moléculas de PEG-fosfolipido.

Las concentraciones descritas anteriormente de moléculas de PEG-fosfolipido también pueden usarse para la solucion
de conservacién de 6rganos que comprende moléculas de PEG-fosfolipido.

Segun la invencidn, la solucion que comprende moléculas de PEG-fosfolipido se incuba ex vivo en el sistema vascular
mientras se mantiene el 6rgano o la parte del 6rgano sumergido o sumergida en una soluciéon de conservacion de
6rganos que comprende moléculas de PEG-fosfolipido. Ademas, el 6rgano o la parte del 6rgano también se mantiene
preferiblemente a una temperatura por encima de 0°C, pero por debajo de 8 °C, preferiblemente por encima de 0 °C,
pero igual o por debajo de 6 °C, y mas preferiblemente por encima de 0 °C, pero igual o por debajo de 4 °C.

En esta realizacién, el 6rgano o la parte del 6rgano se sumerge en la solucién de conservacion de 6rganos que
comprende moléculas de PEG-fosfolipido durante el tiempo de incubaciéon cuando se permite que las moléculas de
PEG-fosfolipido interactien con y se unan a la membrana celular del endotelio en el sistema vascular. El 6rgano o la
parte del 6rgano preferiblemente también se mantiene frio, es decir, a una temperatura cercana a, pero por encima de
0 °C.

Segun la invencion, el érgano o la parte del 6rgano se mantiene sumergido en una solucién de conservacion de
6rganos que comprende moléculas de PEG-fosfolipido.

Se ha mostrado que la temperatura tedrica perfecta para la conservacion de érganos es de 4 °C a 8 °C. Mientras que
las temperaturas mas altas conducen a una lesién hipoxica del 6rgano porque el metabolismo no se reduce de manera
eficiente, las temperaturas mas bajas de 4 °C aumentan el riesgo de lesién por frio con la desnaturalizacién de
proteinas.

Actualmente, el estandar de oro para la conservacion de 6rganos de donantes en el trasplante clinico de érganos usa
tres bolsas de plastico y una caja de hielo. La primera bolsa de plastico incluye el propio érgano sumergido en una
solucién de conservacion de 6rganos. Esta primera bolsa de plastico se coloca en una segunda bolsa de plastico llena
de solucién salina, y luego estas dos bolsas de plastico se colocan en una tercera bolsa de plastico llena de solucion
salina, que luego se coloca en la caja de hielo. Se encuentran disponibles y podrian usarse dispositivos de
conservacion de érganos mas avanzados para mantener los 6rganos en un ambiente de temperatura controlada, tales
como los sistemas de transporte Sherpa Pak™ de Paragonix Technologies, Inc. Waves de Waters Medical Systems,
transportadores LifePort de Organ Recovery Systems, etc.

La solucion que comprende las moléculas de PEG-fosfolipido podria ser una solucion salina, una solucion tampoén
acuosa o una solucién de conservacion de 6rganos.
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Los ejemplos ilustrativos, pero no limitantes, de soluciones tampdn acuosas que podrian usarse incluyen solucion
salina tamponada con fosfato (PBS) y una solucion de citrato.

La solucion de conservacion de 6rganos que podria usarse para infundir las moléculas de PEG-fosfolipido y/o lavar el
sistema vascular del 6rgano o la parte del érgano antes o después de la infusion ex vivo de las moléculas de PEG-
fosfolipido y/o en la que el érgano o la parte del 6rgano se puede sumergir puede seleccionarse de soluciones de
conservacion de érganos conocidas. Los ejemplos ilustrativos, pero no limitantes, de tales soluciones de conservacién
de 6rganos incluyen una solucién de histidina-triptéfano-cetoglutarato (HTK), una solucién de citrato, una solucién de
la Universidad de Wisconsin (UW), una solucion de Collins, una solucién de Celsior, una solucion de la Universidad
de Kioto y una solucion del Instituto Georges Lopez-1 (IGL-1).

Los datos experimentales que se presentan en la presente memoria muestran que las moléculas de PEG-fosfolipido
se pueden mezclar facilimente en soluciones de conservacién de 6rganos sin ninguna precipitacion (Fig. 20).

En una realizacién, las moléculas de PEG-fosfolipido son moléculas de PEG-fosfolipido no funcionalizadas que
consisten en PEG-fosfolipidos. Por lo tanto, en esta realizacién, las moléculas de PEG-fosfolipido no contienen ningdn
grupo funcional. Esto corresponde a tener R igual a CHz20 H en la Fig.1.

En otra realizacion, las moléculas de PEG-fosfolipido son moléculas de PEG-fosfolipido funcionalizadas que
comprenden una molécula funcionalizada respectiva unida al PEG de las moléculas de PEG-fosfolipido.

En una realizacion adicional, la solucion comprende una mezcla de moléculas de PEG-fosfolipido no funcionalizadas
que consiste en PEG-fosfolipidos y moléculas de PEG-fosfolipido funcionalizadas que comprenden una molécula
funcionalizada respectiva unida al PEG de las moléculas de PEG-fosfolipido.

En las realizaciones que comprenden solo moléculas de PEG-fosfolipido funcionalizadas o una mezcla de moléculas
de PEG-fosfolipido funcionalizadas y no funcionalizadas, la molécula funcionalizada se selecciona preferiblemente del
grupo que consiste en un inhibidor del complemento, un inhibidor de la coagulacién, un inhibidor de plaquetas, una
molécula capaz de unirse un inhibidor del complemento, una molécula capaz de unirse a un inhibidor de la coagulacion,
una molécula capaz de unirse a un inhibidor de plaquetas y una mezcla de los mismos.

Los ejemplos ilustrativos, pero no limitantes, de inhibidores del complemento incluyen Factor H; proteina de unién a
C4b (C4BP); 4 a 6 repeticiones de consenso cortas N-terminales (SCR) del receptor del complemento 1 (CR1), también
conocido como receptor C3b/C4b o grupo de diferenciacién 35 (CD35); proteina reguladora del complemento de CD46
(CD46), también conocida como proteina de cofactor de membrana (MCP); y factor de aceleracién del decaimiento
del complemento (DAF), también conocido como CD55.

Un ejemplo ilustrativo, pero no limitante, de inhibidores de la coagulacion incluye la heparina.

Un ejemplo ilustrativo, pero no limitante, de un inhibidor de plaquetas es una enzima que degrada el difosfato de
adenosina (ADP), tal como una apirasa y ectonucleosido trifosfato difosfohidrolasa-1 (NTPDasa1), también conocida
como CD39.

Los ejemplos ilustrativos, pero no limitantes, de una molécula capaz de unirse a un inhibidor del complemento es un
péptido de unién al Factor H, tal como el 5C6 divulgado en [4]; y un péptido de uniéon a C4BP, tal como el péptido
derivado de la proteina de Streptococcus M M2-N, M4-N o M22-N como se divulga en [5].

Un ejemplo ilustrativo, pero no limitante, de una molécula capaz de unirse a un inhibidor de la coagulacion es un
péptido de union a la heparina, como se divulga en [7].

Por lo tanto, en una realizacién, la molécula funcionalizada se selecciona del grupo que consiste en un péptido de
unién a la heparina, 4 a 6 SCR N-terminales de CR1, CD46, DAF, una molécula de unién al Factor H, una enzima que
degrada ADP y una mezcla de los mismos.

En una realizacion particular, la molécula funcionalizada se selecciona del grupo que consiste en el péptido 5C6,
apirasa, CD39, C4BP y una mezcla de los mismos.
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En una realizacién, las moléculas de PEG-fosfolipido tienen una férmula (l) o una férmula (I1):
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En una realizacion, n, m son nimeros enteros independientemente seleccionados dentro del rango desde 10 hasta
16. Los parametros n, m son preferiblemente de manera independiente 10, 12, 14 o 16, y mas preferiblemente n = m
=14,

En una realizacién, p se selecciona de modo que la cadena de PEG tenga un peso molecular promedio seleccionado
dentro del rango desde 1.000 Da hasta 40.000 Da. El parametro p se selecciona preferiblemente de modo que la
cadena de PEG tenga un peso molecular promedio desde 3.000 a 10.000 Da y mas preferiblemente 5.000 Da.

El peso molecular promedio como se define en la presente memoria indica que las moléculas de PEG-fosfolipido
individuales pueden tener un peso molecular diferente de este peso molecular promedio, pero que el peso molecular
promedio representa el peso molecular medio de las moléculas de PEG-fosfolipido. Esto implica ademas que habra
una distribucién natural de pesos moleculares alrededor de este peso molecular promedio para una muestra de PEG-
fosfolipido.

El grupo terminal R es, en una realizacién, H, CHz, NH2, un grupo maleimida, un grupo biotina, un grupo estreptavidina,
un grupo avidina o una molécula funcionalizada. En el caso de una molécula funcionalizada, esta se selecciona
preferiblemente del grupo que consiste en un inhibidor del complemento, un inhibidor de la coagulacion, un inhibidor
de plaquetas, una molécula capaz de unirse a un inhibidor del complemento, una molécula capaz de unirse a un
inhibidor de la coagulacién, una molécula capaz de unirse a un inhibidor de plaquetas y una mezcla de los mismos.

Las cadenas de acidos grasos de la molécula de PEG-fosfolipido pueden estar saturadas. Al menos una o ambas
cadenas de &cidos grasos alternativamente pueden estar insaturadas, es decir, comprender al menos un grupo -
CH=CH-, al menos un grupo -C=C- o una combinacién de los mismos. Cada cadena de acido graso puede ser lineal
o ramificada.
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Las moléculas de PEG-fosfolipido infundidas ex vivo en el sistema vascular, y opcionalmente el parénquima, del
6rgano o de la parte del érgano, podrian ser del mismo tipo de moléculas de PEG-fosfolipido comprendidas en la
solucion de conservacion de 6rganos, en la que el érgano o la parte del érgano se mantiene sumergido. En otra
realizacién, se podrian usar diferentes tipos de moléculas de PEG-fosfolipido en la solucién infundida ex vivo en el
sistema vascular, y opcionalmente el parénquima, del 6rgano o la parte del 6rgano en comparacién con la solucién de
conservacion del 6rgano, en la que el érgano o la parte del érgano se mantiene sumergido. Por ejemplo, el tamafio de
la cadena de PEG podria ser diferente para las moléculas de PEG-fosfolipido con el tamafo de la cadena de PEG de
las moléculas de PEG-fosfolipido seleccionadas para alcanzar el tamano objetivo en el sistema vascular vy,
opcionalmente el parénquima, del érgano o la parte del érgano. Como se muestra en la Fig. 19, el tamafio de la cadena
de PEG limita las porciones del sistema vascular y el parénquima, a las que pueden llegar las moléculas de PEG-
fosfolipido. En particular, las moléculas de PEG-fosfolipido de 5 kDa pueden alcanzar partes mas grandes del sistema
vascular y el parénquima en comparacion con las moléculas de PEG-fosfolipido de 40 kDa mas grandes.

Por lo tanto, en una realizacién, las moléculas de PEG-fosfolipido comprendidas en la solucién que se infunde ex vivo
en el sistema vascular y, opcionalmente el parénquima, del 6rgano o la parte del érgano pueden tener un tamano
promedio diferente de la cadena de PEG en comparacion con las moléculas de PEG-fosfolipido comprendidas en la
solucién de conservacion de 6rganos, en la que se sumerge el 6rgano o la parte del érgano.

Ademas, o alternativamente, las moléculas de PEG-fosfolipido en la soluciéon de infusion ex vivo y las moléculas de
PEG-fosfolipido en la solucion de conservacién de 6rganos pueden tener diferentes grupos funcionales, es decir, el
grupo terminal R en la férmula (1) y (II).

El método ex vivo de la invencion se puede aplicar a cualquier 6rgano, o parte de un 6rgano, que tenga un sistema
vascular y que pueda usarse como injerto de 6rgano, es decir, trasplantado a un receptor. Los ejemplos ilustrativos,
pero no limitantes, de tales 6rganos incluyen rifién, higado, pancreas, corazén, pulmoén, Utero, vejiga urinaria, timo e
intestino.

En una realizacion particular, el érgano es un rifidn. En esta realizacion particular, la incubacion ex vivo de la solucion
que comprende moléculas de PEG-fosfolipido en el sistema vascular permite el recubrimiento no solo del endotelio
renal del sistema vascular renal sino preferiblemente también de los tibulos del parénquima renal con las moléculas
de PEG-fosfolipido. Por lo tanto, los datos experimentales presentados en la presente memoria muestran que las
moléculas de PEG-fosfolipido se distribuyeron uniformemente en los vasos peritubulares, glomérulos y tabulos del
rifidn cuando se inyectd ex vivo una solucién que comprende moléculas de PEG-fosfolipido a través del mufion de la
aorta.

Los datos experimentales que se presentan en la presente memoria muestran que los injertos de 6rganos tratados
con PEG-fosfolipido tenian significativamente menos tromboinflamaciéon en comparacién con los injertos de 6rganos
de control no tratados, como se refleja por los niveles en plasma de marcadores de coagulacion, tales como TAT, y
marcadores del complemento, tales como C3a y sC5b-9. También la expresion de citoquinas, particularmente IL-6 e
IL-1B, se suprimié mucho en los injertos de érganos tratados con PEG-fosfolipido. La funcién de los érganos mejoré
en los injertos de 6rganos tratados con PEG-fosfolipido. Los injertos de 6rganos tratados con PEG-fosfolipido también
mostraron una deposicion reducida de marcadores del complemento, tales como C3b y complejos de ataque a la
membrana, y expresién de C5aR.

Por lo tanto, el recubrimiento ex vivo de injertos de érganos con moléculas de PEG-fosfolipido protege contra la
tromboinflamacién inducida por I/R, lo que indica que es un potencial contra la lesién por I/R en el trasplante clinico.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a PEG-fosfolipido para su uso en el tratamiento, inhibicion o prevencion
de la hipotensién asociada con la reperfusion que se desarrolla después de la reperfusion de un injerto de 6rgano.

Otro aspecto mas de la invencion se refiere a PEG-fosfolipido para su uso en el tratamiento, inhibicién o prevencién
de PRS.

Una complicacién durante y de manera inmediata, tipicamente hasta 24 horas, después del trasplante de érganos es
una caida significativa de la presién sanguinea después de la reperfusion del injerto de érgano en el receptor. Este
cambio hemodinamico en el receptor puede, en casos graves, conducir a isquemia en los 6rganos del receptor y en
el injerto trasplantado provocando dafio a cualquiera de estas entidades e incluso la muerte del paciente si el
tratamiento no tiene éxito.

La proteccién observada contra la inestabilidad vascular por el PEG-fosfolipido puede deberse a la inhibicion del
sistema de contacto/calicreina. Se encontré inesperadamente que el sistema de contacto/calicreina se activaba
después de la reperfusién. El sistema de contacto/calicreina genera bradiquinina, un péptido altamente vasoactivo que
induce vasodilatacién y aumento de la permeabilidad que conduce a hipotension, lo que provoca una taquicardia
compensadora. Intraoperatoriamente, la disminucion de la presidon sanguinea se trata con productos farmacéuticos y
liquidos, aun asi, puede ocurrir una situaciéon potencialmente mortal. Por lo tanto, la posibilidad de prevenir la
hipotension es de gran valor clinico.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES2949977T3

Por lo tanto, prevenir, tratar o al menos reducir tal hipotension y caida de la presion sanguinea asociada con la
reperfusion de un injerto de 6rgano es una mejora significativa en relacion con el trasplante de 6rganos. Los datos
experimentales presentados en la presente memoria muestran que el tratamiento ex vivo del injerto de 6rgano antes
del trasplante con una solucién que comprende moléculas de PEG-fosfolipido protegié al receptor contra tal
hipotension o caida de la presién sanguinea cuando el injerto de érgano se reperfundio.

En una realizacién, el PEG-fosfolipido se formula como una soluciéon que comprende moléculas de PEG-fosfolipido y
esta destinada a la infusién ex vivo en un sistema vascular del injerto de 6rgano para permitir el recubrimiento del
revestimiento endotelial del sistema vascular y el parénquima con las moléculas de PEG-fosfolipido.

Un aspecto relacionado de la invencion define el uso de PEG-fosfolipido para la fabricacién de un medicamento para
tratar, inhibir o prevenir la hipotension asociada con la reperfusién que se desarrolla después de la reperfusion de un
injerto de 6rgano. Un aspecto también se refiere a un método para el tratamiento, inhibicién o prevencién de la
hipotension asociada con la reperfusién que se desarrolla después de la reperfusién de un injerto de érgano. Este
método comprende las etapas del método anteriormente descritas de infundir ex vivo una solucién que comprende
moléculas de PEG-fosfolipido en un sistema vascular del injerto de érganos e incubar ex vivo la soluciéon que
comprende moléculas de PEG-fosfolipido en el sistema vascular para permitir el recubrimiento de al menos una
porcién del revestimiento endotelial del sistema vascular con las moléculas de PEG-fosfolipido, opcionalmente, pero
preferiblemente, mientras se mantiene el injerto de 6rgano sumergido en una solucién de conservacion de 6rganos
que comprende moléculas de PEG-fosfolipido.

Experimentos

Experimento 1

Materiales, métodos y experimentos con animales
Sintesis de derivados de PEG-fosfolipido

a. FITC-PEG-fosfolipido

La sintesis de PEG-fosfolipidos se realiz6 mediante los métodos descritos anteriormente [1]. Brevemente, se disolvio
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina (NOF Corporation, Tokio, Japén, DPPE, 21 mg) en 3 mL de
diclorometano (Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, EE. UU.)). Se anadieron a-N-hidroxisuccinimidil-co-terc-
butoxicarbonil polietilenglicol) (NHS-PEG-Boc, Pm: 5.000 de NOF, 185 mg) y trietilamina (3 pL, Nacalai Tesque (Kioto,
Japon)) a la solucion de reaccién y después se agité durante 4 dias a temperatura ambiente (RT, ~20 °C). El grupo
NHS de NHS-PEG-Boc reacciond facilmente con un grupo amino de los fosfolipidos. El grupo protector, Boc, un grupo
amino, se eliminé después de la adicion de 2 mL de acido trifluoroacético al 99 % (Wako Pure Chemical (Osaka,
Japon)) y una incubacién adicional a 4 °C durante 30 min. El producto crudo se purificé mediante reprecipitaciéon en
éter dietilico (Nacalai Tesque). Después de la extraccion con cloroformo (Nacalai Tesque) y evaporacion, los PEG-
fosfolipidos se obtuvieron como soélidos blancos. El rendimiento fue del 85 %. Para el marcaje fluorescente con
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Dojindo Laboratories (Kumamoto, Jap6n)), se dejé que los PEG-fosfolipidos (200
mg) reaccionaran con FITC (31 mg) en acetona durante 12 h. El FITC-PEG-fosfolipido se purific6 mediante
cromatografia de permeacién en gel (Sephadex G-25, GE Healthcare (Buckinghamshire, Reino Unido)).

La sintesis de FITC-PEG-fosfolipido (40 kDa) fue segun lo siguiente. Se disolvieron a-N-hidroxisuccinimidil-c-
maleimidil poli(etilenglicol) (NHS-PEG (40k)-Mal, Pm: 40.000) y DPPE (9,6 mg) en 3 mL de diclorometano y se afadio
trietilamina (3 pL, Nacalai Tesque) a la solucion de reaccion y después se agité durante 4 dias a temperatura ambiente
(RT, ~20 °C). El producto crudo se purifico mediante reprecipitacién en éter dietilico. Después de la extraccion con
cloroformo y evaporacion, se obtuvieron los Mal-PEG-fosfolipidos (40 kDa) como soélidos blancos. El rendimiento fue
del 80 %. Para el marcaje fluorescente con isotiocianato de fluoresceina (FITC), se disolvieron Mal-PEG-fosfolipidos
(40 kDa) (1.200 mg) en DMSO (Nacalai Tesque, 20 mL) y luego se anadi6é FITC-glicina-cisteina (FITC-GC, BEX Co.,
Ltd., Tokio, Japdn, 12 mg) y se incub6 durante 24 h a 37 °C. El producto crudo se purificd por reprecipitacion en éter
dietilico. Después de la extraccion con cloroformo y evaporacion, los FITC-PEG-fosfolipidos (40 kDa) se obtuvieron
como so6lidos amarillos.

b. Biotina-PEG-fosfolipido

El biotina-PEG-fosfolipido se sintetiz6 combinando polietilen glicol) (5-pentanoato de N-hidroxisuccinimida) éter 2-
(biotinilamino)etano (biotina-PEG-NHS, Pm: 5.000 de NOF, 180 mg) y 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina
(DPPE) (20 mg) con trietilamina (50 pl) y diclorometano (4 mL) y agitando durante 48 h a RT. La precipitacion con éter
dietilico rindié biotina-PEG-fosfolipido como un polvo blanco (165 mg; 80 % de rendimiento). Se us6 biotina-PEG-
fosfolipido para la visualizacién sin purificacion adicional.

c. PEG-fosfolipido

El PEG-fosfolipido se sintetiz6 combinando a-succinimidiloxisuccinil-w»-metoxi, polioxietileno (MeO-PEG-NHS, Pm:
5.000 de NOF, 171 mg) y DPPE (22 mg) con trietilamina (25 pL) y diclorometano (5 mL) y agitando durante 72 h a RT.
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La precipitacion con éter dietilico rindié PEG- fosfolipido como un polvo blanco (160 mg; 80 % de rendimiento). Se us6
PEG- fosfolipido para el tratamiento renal sin purificacion adicional.

Evaluacion funcional de varios tipos de PEG-fosfolipidos

Con el fin de evaluar si el resto funcional tenia algin impacto en sus propiedades protectoras, se realizd una serie de
experimentos en células madre mesenquimales humanas primarias (hMSC). Las hMSC se recubrieron con PEG-
fosfolipido, FITC-PEG-fosfolipido y biotina-PEG- fosfolipido. Después de la modificacién de la superficie, la viabilidad
de las células recubiertas se analiz6 mediante el ensayo de azul de Allmar (Life Technologies, Estocolmo; Suecia) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, las células recubiertas se cultivaron en medio de cultivo
MSC en una microplaca de cultivo celular de 96 pocillos. Después de 6 horas de cultivo, se afadieron 10 L de reactivo
de azul de Allmar a 100 pL de medios de cultivo seguido de 4 horas de incubacién a 37 °C. Posteriormente, se midié
la emisién de fluorescencia a 580-610 nm.

Para determinar la hemocompatibilidad de las hMSC, las MSC modificadas en la superficie se expusieron a sangre
completa en un modelo de bucle como se describié anteriormente [7]. En resumen, se extrajo sangre completa de
voluntarios sanos en tubos recubiertos de heparina (Corline AB, Uppsala; Suecia). Se usé un tubo de PVC
heparinizado (30 cm). Cada tubo se llen6 con 3 mL de sangre a los que se afadieron 10.000 MSC/mL. El tubo se hizo
girar a una velocidad de 30 rpm a 37 °C durante 60 min. Después de la incubacidn, se recogieron 1,2 mL de sangre
en tubos de 2 mL (Eppendorf, Alemania) que contenian EDTA a una concentracién final de 10 mM. Posteriormente,
la sangre se centrifugd a 4.200 x g durante 15 min a 4 °C para obtener plasma. El plasma se dividié en alicuotas y se
almacen6 a -80 °C hasta los analisis adicionales.

Retencion de PEG-fosfolipido con diferente longitud de la subunidad de PEG

Las células (CCRF-CEM, linea celular en suspension; n = 3) se incubaron con FITC-PEG- fosfolipido (2 mg/mL en
PBS) durante 30 min a RT, seguido de lavado con medio de cultivo. Aqui, se usaron FITC-PEG-fosfolipidos con
diferente peso molecular de cadena de PEG, 1 kDa, 5 kDa y 40 kDa. Las células tratadas se cultivaron en medio de
cultivo a 37 °C, y se recogieron para el analisis de citometria de flujpalas 0, 1, 3, 6, 24,y 48 h.

Modelo de trasplante alogénico porcino

El cerdo fue elegido como modelo animal grande debido a su anatomia vy fisiologia, que se parecen mucho a las de
los seres humanos. Especificamente, la estructura y funcion renal es muy similar al 6rgano de los primates. En todos
los estudios con cerdos se usaron razas convencionales con un alto estandar sanitario. En los experimentos de
supervivencia a largo plazo, los animales se aclimataron durante un periodo de dos semanas y se sometieron a un
programa de entrenamiento y socializacién. Con frecuencia se realizaron examenes clinicos, que incluian ecografias
del tracto urinario, hematologia y patologia clinica, y antes del trasplante se realiz6 la tipificacion de SLA con el fin de
diferenciar donantes y receptores. Los cerdos receptores se recuperaron rapidamente después de la cirugia, pero no
fueron tratados con farmacos inmunosupresores. La administracion de tales farmacos interfiere con la respuesta
inmune y fue excluida de los experimentos. Por lo tanto, los cerdos fueron sacrificados después de 96 h con el fin de
evitar el rechazo agudo del trasplante. Se realizé una necropsia completa después de la eutanasia. Todos los estudios
fueron aprobados por el Comité de Etica para la Experimentacion en Animales, Uppsala, Suecia.

A. Modelo a corto plazo (perfusion del rinén con PEG-fosfolipido solo durante 40 min)

La lesién por reperfusién por isquemia (lesion por I/R) es un contribuyente importante en la patologia de varias
afecciones que incluyen trasplantes, trastornos trombaticos, sepsis y baipas cardiopulmonar. El presente experimento
ensayé si el recubrimiento ex vivo de las superficies de las células isquémicas de los injertos de rifién porcino con
PEG-fosfolipido protege contra la lesion por I/R en un modelo de trasplante de rifién alogénico en bloque.

Animales. El estudio se realiz6 en las instalaciones experimentales de Hedenstierna, Hospital Universitario de Uppsala,
Suecia. Se incluyeron seis cerdos donantes y seis receptores de ambos sexos. El peso y la edad de los cerdos variaron
entre 30-35 kg y 10-12 semanas, respectivamente. Se aplicaron procedimientos de no supervivencia y los animales
se sacrificaron después de un periodo de observacion postrasplante de 8 horas.

Anestesia. A su llegada al laboratorio, se administré una inyeccién intramuscular de 2,2 mg/kg de xilacina (Rompun;
Bayer, Leverkusen, Alemania) en combinacion con zolazepam 6 mg/kg (Zoletil; Virbac, Carros, Francia) para la
sedacion. Posteriormente, los animales se aseguraron en una posiciéon boca abajo. Se introdujeron catéteres venosos
periféricos en ambas venas del oido para la induccién y el mantenimiento de la anestesia y para la administracion de
fluidos. Se realiz6 una mini-incision epitraqueal para la exposicion de la traquea y la intubacién transtraqueal para la
ventilacién mecanica Ventilador Servo-IMechanical, MAQUET, Medical Systems, EE. UU. Los animales se ventilaron
con oxigeno al 30 % en aire para obtener 5,0-5,5 kPa de CO2. Se tuvo como objetivo una presion arterial media (MAP)
de > 60 mmHg para asegurar una perfusion de 6rganos suficiente.

Modelo de trasplante. Se desarrollé un modelo de trasplante porcino que permite una recuperacion e implantacion en
blogue dual de ambos rifiones de un donante en un animal receptor. Mediante la incubacién aislada ex vivo con PEG-
fosfolipido de un solo rifidn seleccionado al azar dentro del paquete en bloque, esta técnica nos permitié cotrasplantar
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el érgano tratado con su tejido de control perfectamente emparejado en un cerdo receptor, lo que no solo redujo el
namero de animales experimentales, sino también minimiz6 las variables de confusion experimentales.

Se movilizo el tronco de la aorta supra e infrarrenal, asi como la vena cava inferior, por lo que se cre un paquete en
blogue que consistié en los dos rifiones, los uréteres y la vasculatura renal completa. El paquete en bloque se retird
inmediatamente y se lavé en frio con solucion de HTK (Custodiol; Kéhler Chemie GmbH, Alemania). Después, el
paquete en bloque se almacend en frio en una solucién de HTK a 4 °C durante 24 horas.

Posterior a la conservacion, se seleccioné aleatoriamente un rifidn dentro de cada paquete en bloque para la
incubacién con PEG-fosfolipido. Se pinzaron la vena y la arteria del rifdn contralateral (control), asi como la vena del
rifidn seleccionado. Se infundié lentamente un total de 10-15 mL de solucién de PEG-fosfolipido con una concentracion
de 2 mg/mL en el rifdn seleccionado. La arteria del rifidn tratado luego se pinzé y el paquete en blogue se almacené
en frio durante otros 40 min a 4 °C en HTK. Después de la incubacién y antes de la implantacion, el PEG-fosfolipido
redundante se purgé del rifndn tratado con HTK sin retirar las pinzas del control.

Los cerdos receptores se manipularon y anestesiaron como se describié anteriormente. El paquete en bloque se
coloc6 horizontalmente de manera intra-abdominal. El extremo distal de la vena cava y la aorta del trasplante se
sometié a anastomosis de extremo a lado con la cava y aorta del receptor, respectivamente. Tras el despinzamiento,
el rindn tratado y el de control se volvieron a perfundir secuencialmente mediante el desbloqueo retardado del rifidn
de control con segundos en el medio, mientras que el efluente del rifidn tratado se elimin6 con un chorro de agua. Esto
se hizo con el fin de evitar la contaminacién del rifidén de control de la solucion de PEG-fosfolipido restante dentro del
conducto adrtico. Ambos uréteres de trasplante se cateterizaron por separado para documentar la salida urinaria.

B. Modelo a largo plazo (perfusion del riidn con PEG-fosfolipido solo durante 40 min)

Animales. Con base en los resultados de la tipificacion de SLA, se eligieron cerdos cruzados donantes (n = 12) y
receptores (n = 21) para el trasplante no concordante. Los animales se alojaron en corrales individuales de 3 m?, a la
vista y el sonido unos de otros. Se usaron paja y virutas de madera como ropa de cama. Se aplicé un programa de
luz/oscuridad de 14:10 h (luces encendidas a las 06:00 h) y se proporciond una lampara de infrarrojos (24 h) en cada
corral. La temperatura fue de 16-18 °C. Los animales fueron alimentados con una dieta comercial de finalizacion sin
promotores del crecimiento (SOLO 330, Lantménnen, Suecia) dos veces al dia, la cantidad dependia del peso corporal
y de acuerdo con el régimen de la Universidad Sueca de Ciencias Agricolas para cerdos en crecimiento. Se
proporcioné agua ad libitum. Los cerdos donantes se anestesiaron con una combinacién de medetomidina (Domitor®
vet, 1 mg/mL; Orion Pharma Animal Health, Sollentuna, Suecia) a una dosis de 0,1 mg/kg de peso corporal, butorfanol
(Butomidor vet, 10 mg/mL; Salfarm Escandinavia, Helsingborg, Suecia) a una dosis de 0,2 mg/kg de peso corporal y
ketamina (Ketaminol® vet, 100 mg/mL; Intervet International BV, Boxmeer, Paises Bajos) a una dosis de 5 mg/kg de
peso corporal por via intramuscular (i.m.) y los rifones se examinaron con ultrasonido (Logiq e R6, GE Healthcare,
Wauwatosa, EE. UU.) usando sondas lineales (10 MHz) y curvilineas (4 MHz) para excluir cerdos con quistes renales.
Se evaluaron la longitud del rifidn, ecogenicidad y definicion cortiocomedular, se evalu6 la regién pélvica renal en
busca de evidencia de pielectasia y se utilizé Doppler en color para evaluar la presencia de flujo sanguineo en los
rifones. Durante un periodo de aclimatacion de dos semanas, los cerdos fueron manipulados diariamente y entrenados
para que se realizaran diferentes examenes sin restricciones después del trasplante.

Modelo de trasplante. La anestesia se indujo con una combinacién de medetomidina (Domitor® vet, 1 mg/mL; Orion
Pharma Animal Health, Sollentuna, Suecia) a una dosis de 0,05 mg/kg de peso corporal, y tiletamina y zolazepam
(Zoletil®, 50 mg + 50 mg/mL; Virbac, Reading, Carros, Francia) a una dosis de 5 mg/kg de peso corporal i.m. Se
administraron buprenorfina (Vetergesic® vet, 0,3 mg/ml; Orion Pharma Animal Health, Sollentuna, Suecia) a una dosis
de 0,01 mg/kg de peso corporal por via intramuscular y la morfina epidural (Morfin epidural Meda, 2 mg/ml; Meda,
Solna, Suecia) a una dosis de 0,1 mg/kg preoperatoriamente para la analgesia adicional. Se administré bencilpenicilina
procaina (Penovet® vet, 300 mg/mL; Boehringer Ingelheim Vetmedica, Ingelheim am Rhein, Alemania)
preoperatoriamente a una dosis de 20 mg/kg de peso corporal i.m. Después de la induccién de anestesia, se insertaron
catéteres venosos para uso a largo plazo (CareflowTM, 3Fr, 200 mm, BD, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.) en la vena
auricularis mediante la técnica de Seldinger. Posterior a la operacion, los catéteres facilitaron la toma de muestras de
sangre sin estrés. Los catéteres se lavaron una vez al dia con solucién salina heparinizada 100 IE/mL (Heparina LEO,
5.000 IE/mL; Leo Pharma, Ballerup, Dinamarca). La anestesia se mantuvo con isoflurano (IsoFlo® vet; Orion Pharma
Animal Health, Sollentuna, Suecia) vaporizado en oxigeno. Los cerdos recibieron fluidoterapia con cristaloides (Ringer-
acetat; Fresenius-Kabi, Bad Homburg, Alemania) de forma continua. Se administraron coloides (Gelofusine®
40 mg/mL; Braun, Melsungen, Alemania) y dobutamina (Dobutamin Carino, 250 mg/mL; Carinopharm, Elze, Alemania)
cuando fue necesario para mantener la presién sanguinea dentro de los valores de referencia. Durante la anestesia,
se monitorizaron parametros respiratorios y cardiovasculares.

Procedimiento del donante. En una primera serie de experimentos (3 + 3 donantes y 6 + 5 receptores), se obtuvieron
ambos rifiones, se trataron de manera similar con perfusién con HTK (n = 11), se mantuvieron en hielo durante la
noche y luego uno de los rifiones se traté aleatoriamente con PEG-fosfolipido 60 min antes de la insercion, mientras
que el otro ridn no se trat6. Se aplicé una administracion alternativa de PEG-fosfolipido en otros diez rifiones (5
donantes y 10 receptores) que fueron tratados con perfusion con HTK que contenia PEG-fosfolipido o solucion de
perfusion HTK regular. Después del procedimiento, los cerdos donantes fueron sacrificados mediante inyeccién i.v de
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pentobarbital sédico (Allfatal vet, 100 mg/mL; Omnidea AB, Estocolmo, Suecia) bajo anestesia general.

Cirugia de trasplante. Los cerdos receptores se sometieron a un trasplante de rifién alogénico unico. Todos los
procedimientos se realizaron por via intraabdominal a través de una incisién en la linea media de 15-20 cm, y los
vasos iliacos en la fosa iliaca derecha se identificaron y movilizaron suavemente. El segmento distal de la vena cava,
asi como la arteria iliaca (desde su salida de la aorta) se movilizaron sellando el tejido linfoide circundante.
Posteriormente, se colocd el injerto renal en la fosa iliaca derecha en las proximidades de los vasos iliacos. La vena
renal y la arteria se recortaron y posteriormente se anastomosan de una manera de extremo a lado a la arteria iliaca
derecha del receptor y vena cava distal usando una sutura continua de polipropileno 7/0 (PROLENE®, Ethicon, EE.
UU.). Los uréteres se implantaron mediante ureteroneocistostomia extravesical en la parte superior de la vejiga
mediante sutura de polidioxanona 6-0 (PDS®, Ethicon, EE. UU.). Después, se realizd una nefrectomia bilateral de los
rifones nativos. La incisién de la linea media se cerr6 mediante sutura de fascia y clips cutaneos de poliglactina 2/0
(VICRYL® Ethicon, EE. UU.). La duracién media de la cirugia fue de 3 h (2,5 —5,5 h).

Hacia el final de la cirugia, se suspendié la administracién de isoflurano, se aumenté la fraccion de oxigeno inspirado
(FiO21,0) y se desconect6 a los cerdos del ventilador mecénico y se restablecio la respiracion espontanea. Los cerdos
fueron colocados en una jaula de cuidados intensivos donde el personal podia monitorizarlos faciimente de forma
continua. Se suministré oxigeno suplementario y se monitorizaron la frecuencia cardiaca, la frecuencia respiratoria, la
saturacion de oxigeno y la temperatura corporal hasta que los cerdos estuvieron conscientes. Durante el primer dia,
los cerdos fueron alimentados con frutas a mano y apoyados para beber agua si era necesario. También se les ayudo6
a estar de pie y caminar y se les masaje0 el gluteo medio, el biceps femoral y el gliteo mayor varias veces. Para la
analgesia postoperatoria, se administroé buprenorfina i.v. durante dos dias.

Eutanasia y necropsia. Los receptores fueron sacrificados por eutanasia con una sobredosis de pentobarbital sédico
(Allfatal vet, 100 mg/mL; Omnidea AB, Estocolmo, Suecia) después de 96 h. Las biopsias de rifién para examenes
histolégicos se recogieron inmediatamente post mortem y todos los cerdos se sometieron a examenes post mortem
en el Departamento de Ciencias Biomédicas y Salud Publica Veterinaria, Division de Patologia, SLU.

Pretratamiento con solucién de HTK. En otro conjunto de experimentos, cuatro cerdos fueron trasplantados con
riiones tratados con PEG-fosfolipidos y cinco cerdos con rifiones de control. En este conjunto de experimentos,
después de la obtencion, los rifiones se perfundieron con una solucién de HTK (Custodiol; Kéhler Chemie GmbH,
Alemania) con 2 mg/mL de PEG-fosfolipido (rifiones tratados) o sin PEG-fosfolipido (rifiones de control). Los rifiones
también se almacenaron sumergidos en la solucion de HTK con 2 mg/mL de PEG-fosfolipido (rifiones tratados) o en
la solucion de HTK sin ningin PEG-fosfolipido (rifiones de control) a 4 °C durante 24 horas.

C. Modelo a largo plazo para la evaluacion de la separacion de PEG-fosfolipido del endotelio renal

Los rifiones se obtuvieron de cerdos donantes y se trasplantaron a cerdos receptores después de dos semanas de
aclimatacién y entrenamiento como se describié anteriormente. Los rifiones se trataron usando el mismo
procedimiento que para los trasplantes que recibieron PEG-fosfolipido 60 min antes de la insercion. Con el fin de medir
la separacion del endotelio, se marcé con fluorescencia el PEG-fosfolipido. Se us6 el mismo protocolo anestésico y
quirdrgico, pero los riflones nativos se dejaron en los receptores (n = 4). Los cerdos fueron sacrificados por eutanasia
después de 12, 24, 48 y 72 horas, respectivamente. Todos los cerdos se sometieron a una necropsia y se recogieron
biopsias para histologia y monitorizacion de la fluorescencia.

Muestreo de sangre

En el modelo a corto plazo, se obtuvieron muestras de sangre de las venas de trasplante de rifidn izquierda y derecha
alos 5, 15, 30, 60, 120, 240 y 360 minutos después del inicio de la reperfusion. En el modelo a largo plazo, la sangre
se obtuvo después de 1, 24, 48, 72 y 96 horas. Las muestras se tomaron en tubos EDTA Vacutainer (Becton Dickinson
AB, Suecia) y se centrifugaron inmediatamente a RT durante 15 minutos. El plasma recogido se almacend a -80 °C
para su analisis adicional.

EIA de TAT, C3a y sC5b-9

Se midieron TAT, C3a y sC5b-9 en plasma mediante EIA en sandwich como se describié anteriormente [7]. En
resumen, para la evaluacion de TAT, las muestras de plasma se diluyeron 1/100 en plasma normal de citrato fosfato
dextrosa (CPD). Se us6 un anticuerpo monoclonal anti-trombina humana para la captura y se usé un anticuerpo anti-
trombina humana (AT) acoplado a HRP para la detecciéon (Enzyme Research Laboratories, South Bend, IN, EE. UU.).
El estandar se prepar6 diluyendo suero humano combinado en plasma CPD normal. Los valores se expresaron como
pg/L. Para la evaluacion de C3a, el plasma se diluy6 1/1.000 en tampén de trabajo (PBS que contenia Tween 20 al
0,05 %, 10 mg/mL de BSA y EDTA 10 mM). Se usé mAb 4SD17.1 anti-C3a humano para capturar C3a y anticuerpo
anti-C3a de conejo policlonal biotinilado seguido de estreptavidina conjugada con HRP para la deteccion de C3a en
plasma. El suero activado con zimosan, calibrado frente a C3a purificado, sirvi6 como estandar. Los valores se
expresaron como ng/mL. sC5b-9, el plasma se diluyé 1/50 en tampdn de trabajo (como antes). sC5b-9 se capturé por
mAb anti-C5b-9 humano (a9e) y se detectd por anticuerpo policlonal de conejo anti-C5 humano (Dako) e IgG anti-
conejo conjugada con HRP (Dako). Se us6 como estandar suero activado con zimosan que contenia 6 x 104 AU/ml.
Los valores se expresaron como AU/mL.
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Analisis histolégicos

Se tomaron biopsias de tejido renal del rindn de control y tratado con biotina-PEG-fosfolipido a los 5, 60 y 360 minutos
después de la reperfusion. Para la deteccion de PEG-fosfolipido, las biopsias se congelaron inmediatamente en
nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su analisis adicional. Se incubaron secciones congeladas (4 um de
espesor) de rifidn tratadas con biotina-PEG-fosfolipido en Alexa488-estreptavidina (GE Healthcare, 1:500) a RT
durante 10 min. Las secciones se analizaron mediante microscopia confocal de barrido laser (LSM510, META, Carl
Zeiss, Alemania). Se evaluaron tanto biotina-PEG-fosfolipido como FITC-PEG-fosfolipido (5 kDa, 40 kDa).

Las muestras de tejido también se fijaron en una solucion de paraformaldehido al 4 % durante la noche y se
almacenaron en etanol al 70 % hasta que se embebieron en parafina. Las secciones de parafina (5 um de espesor)
se desparafinaron en xileno y se rehidrataron con etanol. La recuperacion de antigeno inducida por calor se realizé
hirviendo las secciones dos veces en tampon citrico de sodio. Bloqueado con suero de cabra antes de la incubacion
del anticuerpo primario. Las secciones cortadas se tifieron con hematoxilina y eosina (tincion HE) y anticuerpos para
marcadores del complemento tales como C5aR (Acris Antibodies, Herford, Alemania), C3b (Bioss Antibodies, Woburn,
MA, EE. UU.), C4d (Abcam, Cambridge, Reino Unido) y C5b-9 (MAC; Abcam). Como experimento de control, se
usaron IgG de conejo (Dako, Glostrup, Dinamarca) e IgG de raton (Abcam). La deteccion de anticuerpos primarios se
realizé con el Sistema de Deteccién de rojo fosfatasa alcalina Dako real (Dako) seguido de contratincion con
hematoxilina. Los portaobjetos se visualizaron usando un microscopio Zeiss Axio Imager A1. La lente era un objetivo
de 10X y los campos evaluados fueron de 800.000 pm?. Las regiones cuadradas se cuantificaron para la intensidad y
el area de las regiones inmunes reactivas usando el software Axio Visio (rel. 4.8) (Zeiss, Jena, Alemania). Los
resultados se presentan como suma densitométrica media de rojo. El andlisis histolégico fue realizado por un patélogo
doble ciego a las muestras para la deteccién de dilatacion y necrosis tubular, lesiéon glomerular y vacuolizacién.

Analisis estadistico

Los resultados se presentan como medias + SEM. La representacién grafica de los datos y el analisis estadistico se
realizaron usando Prism version 6 para el software Macintosh (Graphpad, San Diego, CA, EE. UU.). Las diferencias
entre las medias de dos grupos se evaluaron estadisticamente usando la prueba de pares de Wilcoxon, mientras que
la significacion estadistica entre mas de dos grupos se analiz6 mediante ANOVA bidireccional de medidas repetidas
seguido de una evaluacién post Hoc Bonferoni. La comparacién entre grupos se considera significativa cuando p <
0,05, mientras que los valores superiores se consideraron no significativos (ns).

Resultados
Comparacion de las propiedades funcionales de las diversas preparaciones de PEG-fosfolipido

Las hMSC se trataron con los diversos tipos de preparacion de PEG-fosfolipido. La viabilidad de las hMSC estaba
inalterada después de la modificacion de la superficie con PEG-fosfolipidos solos (97,3 %), PEG-fosfolipidos marcados
con FITC (98,3 %), asi como con PEG-fosfolipido marcado con biotina (97 %), lo que indica que los PEG-fosfolipidos
no afectan la viabilidad.

La retencion de PEG-fosfolipido con diferente longitud de la subunidad PEG se ensay6 usando células en suspension
CCRF-CEM. Las células se recubrieron con PEG-fosfolipido con subunidades de PEG de 1 kDa, 5 kDa y 40 kDa
conjugadas con FITC. Las células se incubaron a 37 °C y la unién se monitorizd6 mediante citometria de flujo. Se
mostré que la unién de todas las preparaciones se perdié un 90 % después de 24 h, pero la preparacion de 5 kDa fue
la que se retuvo durante mas tiempo (Fig. 13).

Los niveles de TAT se redujeron significativamente cuando las células recubiertas con PEG-fosfolipido en comparacion
con las células no recubiertas se expusieron a sangre completa. Esta reduccion en la generacion de TAT fue similar
para las células recubiertas con PEG-fosfolipido solo (61,5 £ 2,9 frente a 110 = 7,6), PEG-fosfolipido marcado con
FITC (60,1 £ 2,7) o con PEG-fosfolipido marcado con biotina (61,4 + 5,1) en comparacién con los controles sin
recubrimiento con PEG-fosfolipido (110 £ 7,6) (Fig. 2A).

Se observé una tendencia similar para los marcadores de activacion del complemento cuando las células recubiertas
y no recubiertas se expusieron a sangre completa. A los 60 min de la exposicion a la sangre, los niveles en plasma de
CB3ay sC5b-9 se redujeron significativamente si las células se recubrieron con PEG-fosfolipido (50,8 + 3,2, 37,7 + 1,5),
PEG-fosfolipido marcado con FITC (51,3 + 3,8, 35,0 + 2,1) y PEG-fosfolipido marcado con biotina (49,8 + 4,1, 38,3 +
2,0) en comparacion con las células no recubiertas (104 + 7,7, 104 + 6,2) (Fig. 2A y 2B).

Distribucion de fosfolipido marcado con FITC en rinones de cerdo tratados con PEG-fosfolipidos

Los rifilones alogénicos se trasplantaron en bloque a los receptores (n = 6) como se describe en los materiales y
métodos. La distribucién de PEG-fosfolipido en el tejido renal posterior a la reperfusién en el receptor se analiz6 en
biopsias tomadas a los 5, 60 y 360 min. Como se muestra en la Fig. 4, la fluorescencia antes de la reperfusion del
PEG-fosfolipido marcado con FITC se distribuy6 uniformemente en los vasos peritubulares, los glomérulos y los
tubulos de todo el rifdn, lo que refleja que el tejido renal se modificd por igual con PEG-fosfolipido mediante la
inyeccién. de solucién de PEG-fosfolipido a través del mufion de la aorta. Por el contrario, no hubo fluorescencia en
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los tejidos del rindn de control, lo que indica que no hubo una fuga significativa entre los rifiones de ensayo y control.

Cuando se compararon los tejidos renales a los 5, 60 y 360 min, la fluorescencia de, en particular, los glomérulos, pero
también los vasos peritubulares y los tubulos, en los tejidos renales tratados con PEG-fosfolipido marcado con FITC
disminuy6 gradualmente con el tiempo, lo que indicd que el PEG-fosfolipido se separé de las células, aunque todavia
quedaba algo de PEG-fosfolipido unido a los tubulos a los 360 min.

En el estudio a largo plazo para la evaluacion de separacion (C. Modelo a largo plazo para la evaluacién de la
separacion de PEG-fosfolipido del endotelio renal), solamente fue visible una fluorescencia menor después de 24 hy
después de 48 h, no se observé fluorescencia lo que muestra que todo el PEG-fosfolipido se habia separado. El PEG-
fosfolipido marcado con FITC ex vivo también se adhiere al endotelio de los vasos cardiacos.

A. El modelo de trasplante alogénico a corto plazo
Analisis inmunohistoquimico de los rifiones trasplantados

Los rifiones trasplantados se analizaron por inmunohistoquimica para la fuga de albimina, la deposicién del
complemento y la expresién del receptor (C3a, sC5b-9, C4d, C3b; Fig. 5A a 5D). La evaluacién histolégica reveld
niveles mas bajos de depdsito de marcadores de activacion del complemento tales como C3b/iC3b y C5b-9 y expresion
del receptor del complemento C5aR en injertos de rifidn tratados con PEG-fosfolipido en comparacién con los rifilones
de control. Hubo una reduccion significativa en la deposicion de C3b/iC3b a los 5 min en el rifidn tratado con PEG-
fosfolipido después de la perfusion. Para la albumina, o los marcadores de estrés oxidativo HO-1, iNOS y nitrotirosina,
hubo una tendencia (ns) de que esos marcadores fueran mas bajos en los rifiones tratados con PEG-fosfolipido en
comparacioén con los rifiones de control. Asi, los resultados de la clasificacion histolégica apoyan que el tratamiento
de la superficie del injerto renal con PEG-fosfolipido protege contra la activacion del complemento y que existe una
tendencia hacia un estrés oxidativo suprimido.

Activacion de la coagulacion y del complemento

Con el fin de evaluar la influencia del tratamiento con PEG-fosfolipido sobre el sistema inmune innato vascular tras la
reperfusion de los rifiones en el modelo de trasplante alogénico en bloque porcino a corto plazo, se analizaron los
marcadores de la activacion de la coagulacion (TAT, Fig.6A) y activacion del complemento (C3a, sC5b-9, Fig. 5A 'y
5B) en sangre. Los niveles de TAT fueron mas bajos en la sangre de los receptores con rifiones tratados con PEG-
fosfolipido en comparacién con los receptores de control. Se observé una reduccion significativa de los niveles de TAT
en los rifones tratados con PEG-fosfolipido frente a los controles no recubiertos a los 5 min (46,1 £ 5,2 frente a. 73 +
12,3, p: 0,01), 15 min (48 £ 8,4 frente a 73 £ 9, p: 0,02), 30 min (41 £ 9,1 frente a 57 £ 4,9, ns), 60 min (32 £ 4,8 frente
a 58+ 3,7, p:0,02) y 120 min (28,6 £ 5,1 frente a 53 * 4, p: 0,02), pero no después de 240 min (32 + 4 frente a 49 +
6,1, ns) y 360 min (29 + 9 frente a 41 + 14, ns) posterior a la reperfusion. Estos resultados indicaron que la activacién
de la coagulacion se suprimié significativamente por la modificacion de la superficie después del trasplante de rifién.

Se observaron resultados similares para los marcadores del complemento (C3a y sC5b-9). Hubo una reduccién
significativa en los niveles de C3a en la sangre de los receptores trasplantados con rifiones tratados con PEG-
fosfolipido en comparacion con los receptores de control después de 5 min (40 * 2,8 frente a 63,6 £ 5,4, p: 0,03), 15
min (39 * 4 frente a 61 £ 7,2, p: 0,04), 60 min (41 £5,2 frente a 68 + 5,1, p: 0,01), 120 min (44 £ 6,1 frente a 67 + 3,1,
p: 0,08), 240 min (45 £ 12 frente 2 93 + 3, p <0,0001) y 360 min (45 + 12 frente a 80 + 16, p < 0,001), pero no a los 30
min (39 + 5,8 frente a 54 £ 5,9, ns) posterior a la reperfusion. Ademas, también se observé una reduccion significativa
en el nivel de sC5b-9 en comparacién con los receptores de control. La generacion de sC5b-9 en muestras de los
rifiones tratados se redujo en todos los puntos de tiempo, excepto después de 5 min, en comparacién con los controles.
Los niveles en plasma de sC5b-9 a los 5 min después de la reperfusién de los rifiones tratados y de control fueron (16
+ 6 frente a 31 £ 5, p: 0,2), después de 15 min (15 + 3 frente a 45 + 11, p: 0,01), después de 30 min (16 + 4 frente a
45 + 3, p: 0,01), después de 60 min (25 + 7 frente a 54 + 4, p: 0,01), después de 120 min (36 £ 12 frente a 64 = 9, p:
0,01), después de 240 min (45 + 11 frente a 75 + 11, p: 0,01) y después de 360 min (44 + 14 frente a 79 £+ 11, p =
0,008). Por lo tanto, estos resultados mostraron que la activacién del complemento se suprimié significativamente al
recubrir el endotelio con PEG-fosfolipido.

Funcion renal

La funcion renal se analizd evaluando la diuresis después del trasplante de rifidn con y sin tratamiento con PEG-
fosfolipido (Fig. 10A). Hubo un aumento significativo en la produccién total de orina de los receptores con rifiones
tratados con PEG-fosfolipido en comparacion con los receptores de control a los 360 minutos después de la
reperfusion (48,3 £ 22,2 mL frente a 33,5 £ 18,2 mL, p < 0,05). Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre
los grupos con respecto al tiempo de diuresis o los niveles de creatinina sérica, ya que no se extrajo el rinén de los
receptores.
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B. El modelo de trasplante alogénico a largo plazo
Activacion de la coagulacion y del complemento

Con el fin de evaluar la influencia del tratamiento con PEG-fosfolipido sobre el sistema inmune innato vascular después
de la reperfusion de los rifiones en el modelo de trasplante alogénico porcino a largo plazo, se analizaron los
marcadores de la activacion del complemento (C3a, sC5b-9, Fig. 8A y 8B) y activacion de la coagulacion (TAT, Fig.
8C) en sangre. Los niveles de TAT fueron mas bajos en la sangre de los receptores con rifiones tratados con PEG-
fosfolipido en comparacién con los receptores de control. Se observé una reduccion significativa de los niveles de TAT
en los rifones tratados con PEG-fosfolipido frente a los controles no recubiertos a las 24 horas (372 + 123 frente a
137 £ 21, p < 0,05), 48 horas (365 + 82 frente a 152 £ 17, p < 0,05), 72 horas (467 * 96 frente a 135 + 18, p < 0,001),
y 96 (428,6 + 111 frente a 168 + 23, p < 0,01), pero no después de 1 hora (378 £ 82 frente a 176 * 24, ns) posterior a
la reperfusion. Estos resultados indicaron que la activacion de la coagulacion se suprimié significativamente por la
modificacién de la superficie después del trasplante de rifidn.

Se observaron resultados similares para los marcadores del complemento (C3a y sC5b-9). Hubo una reduccién
significativa en los niveles de C3a en la sangre de los receptores trasplantados con rifiones tratados con PEG-
fosfolipido en comparacion con los receptores de control después de 48 horas (119 £ 40 frente a 67 £ 9, p < 0,001),
72 horas (95 + 13 frente a 63 = 10, p < 0,01) pero no después de 1 hora (68 + 11 frente a 54 * 4, ns), 24 horas min,
(128 + 54 frente a 63 + 18, ns) 0 96 horas (103 £ 21 frente a 74 * 8, ns), posterior a la reperfusién. Ademas, también
se observéd una reduccion significativa en el nivel de sC5b-9 en comparacion con los receptores de control. La
generacion de sC5b-9 en muestras de los rifiones tratados se redujo en todos los puntos de tiempo, excepto después
de 5 min, en comparacioén con los controles. Los niveles en plasma de sC5b-9 a los 5 min después de la reperfusion
de los rifiones tratados y de control fueron 24 horas min (73 + 29 frente a 33 + 16, p < 0,05), 48 horas (94 + 33 frente
a33+11,p<0,001), 72 horas (126 + 46 frente a 41 £ 18, p < 0,0001) y 96 (108 + 23 frente a 51 £ 11, p < 0,01), pero
no después de 1 hora (63 + 11 frente a 33 + 16, ns). Por lo tanto, estos resultados mostraron que la activacion del
complemento se suprimi6 significativamente al recubrir el endotelio con PEG-fosfolipido.

Citoquinas proinflamatorias

Se evalué la concentracion de citoquinas/quimioquinas en el trasplante de rifndn alogénico a largo plazo. Usando un
ensayo multiplex, se evalud la concentracion en plasma de INFy, IL-10, IL-2, IL-1a, IL-1R, IL-4, IL-6, IL-10, IL-18, IL-8,
IL-12y TNF, véanse las Fig. 9A a 9L. Los niveles de IL-10, IL-1R, IL-4, IL-6, IL-12, IL-18 y TNF fueron significativamente
mas bajos en los animales trasplantados con los rifiones tratados con PEG-lipido después de 4 dias.

Funcion renal

Todos los animales se recuperaron bien después del trasplante y comenzaron a comer dentro de las 24 h. La
produccion de orina se confirmé con un examen de ultrasonido y se encontro orina en la vejiga dentro de las 72 h en
todos los cerdos. La funcién renal se analizé evaluando los niveles de creatina después del trasplante de rifién con y
sin tratamiento con PEG-fosfolipido (Fig. 10B). Hubo un nivel significativamente mas bajo en los receptores con rifilones
tratados con PEG-fosfolipido en comparacién con los receptores de control durante todo el periodo de cuatro dias.

Necropsia

No se observaron signos de enfermedad aparte de los cambios relacionados con el trasplante renal. Los examenes
post mortem se realizaron en la Seccion de Patologia, SLU, Uppsala.

Sindrome de posperfusion

En nuestros estudios de supervivencia a largo plazo en cerdos, se mostrd que los animales, que fueron trasplantados
con riflones tratados con PEG-fosfolipidos, tuvieron cambios minimos o nulos en la frecuencia cardiaca y la presién
arterial después de la reperfusion. Por lo tanto, el producto de PEG-fosfolipido también previno la activacién del
sistema de contacto y finalmente PRS, véase la Fig.11.

Pretratamiento de la solucion de HTK

Las Fig. 16A y 16B muestran los resultados de la evaluacion de la incubacién de los rifiones de cerdo durante 24 horas
en solucién de HTK suplementada con PEG-fosfolipido a 4 °C. Los valores de TAT se presentan en la Fig. 16A, y los
valores de creatinina en plasma se presentan en la Fig. 16B. Hubo una mejora significativa al mantener los rifiones de
cerdo en la soluciéon de HTK suplementada con PEG-fosfolipido en comparacion con el control con solo solucion de
HTKy sin tratamiento con PEG-fosfolipido. Los niveles bajos de creatinina en plasma observados en los rifiones de
los cerdos tratados se obtuvieron incluso sin inmunosupresién afadida.

Almacenamiento de drganos

Cuando se disolvié el PEG-lipido en liquido de perfusion en combinaciéon con un almacenamiento prolongado del
injerto a +4 °C, hubo una activacién del sistema de cascada (Fig. 17A a 17D) y niveles en la expresion de citoquinas
(Fig. 18A a 18G) significativamente menores en los rifilones tratados con PEG-lipido tras la reperfusién.
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Analisis histolégico de FITC-PEG-fosfolipido

La Fig. 19 ilustra imagenes microscopicas confocales de biopsias de rifiones tratados con FITC-PEG-fosfolipido
(5 kDa) y FITC-PEG-fosfolipido (40 kDa) junto con el control. Por lo tanto, estas imagenes muestran la captacion de
PEG-lipido de 5 kDa y PEG-lipido de 40 kDa después de la infusiéon ex vivo de PEG-lipido en los rifiones de cuatro
cerdos diferentes donde se usé un rifidn para el PEG-lipido de 5 kDa y el otro para el PEG-lipido de 40 kDa. Como se
muestra en la Fig. 19, el PEG-lipido de 5 kDa penetr6 mas eficientemente en el parénquima del rifén en comparacion
con el PEG-lipido de 40 kDa. Por consiguiente, las moléculas de PEG-lipido de 40 kDa se filtraron menos
eficientemente a través de los glomérulos de las nefronas que las moléculas de PEG-lipido de 5 kDa.

Discusion

En muchas enfermedades y afecciones patoldgicas, la isquemia induce los cambios patoldgicos. En principio, cuatro
tipos de mecanismos inducen isquemia en el tejido, a saber, trombosis, trasplante, pinzamiento de la arteria que
conduce a un érgano y sepsis. La IRl es un evento inevitable durante el trasplante de 6rganos, pero también ocurre
en una amplia gama de otras situaciones clinicamente relevantes, tales como muerte cerebral, sepsis, cirugia
cardiaca, asi como después de la reperfusién del area isquémica en casos de infarto de miocardio o accidente
cerebrovascular. En el presente experimento, demostramos que el recubrimiento del revestimiento endotelial y el
sistema tubular con una construccion de PEG-fosfolipido antes del trasplante en un modelo de trasplante alogénico
porcino a corto y largo plazo, reemplaza funcionalmente a la GXC y atenua fuertemente la respuesta inicial a la lesién
I/R in vivo.

El rindn trasplantado esta expuesto a una lesion isquémica en varias etapas, desde el periodo de tiempo en el donante
hasta el evento del trasplante real. Dado que los donantes cadavéricos son los principales contribuyentes de la
donacion de 6rganos, la inestabilidad hemodinamica de la circulacion en los donantes cadavéricos es una de las
principales causas de isquemia. Se experimenta isquemia calida durante la obtencién de érganos de donantes
cadavéricos y se produce una lesién isquémica fria durante la conservacion del 6rgano a temperatura mas baja. La
reperfusion del érgano en el receptor finaliza la lesién I/R.

Con el fin de superar estos problemas, presentamos un método nuevo de proteccidn local contra el ataque inmune
innato en el trasplante de rifidn. El endotelio y los tdbulos del rifidn se recubrieron con PEG-fosfolipidos mediante
interacciones hidréfobas con la membrana de la bicapa de lipidos celulares, reemplazando asi la capa de GXC. Las
cadenas de PEG son inertes y proporcionan una alta biocompatibilidad. Por lo tanto, el PEG-fosfolipido solo protege
contra la lesién por I/R protegiendo las membranas de las células endoteliales y tubulares e impidiendo que las
proteinas alcancen y se activen en las superficies de las células endoteliales del rifién.

Los rifiones tratados con PEG-fosfolipido en los receptores mostraron menos activacion inmune como se refleja en
los niveles en plasma atenuados de TAT, FXlla, TF, C3ay sC5b-9, y la deposicion de C3b en la superficie endotelial
de los injertos renales. Esto mostr6 que las cadenas de PEG que sobresalen de la membrana de la bicapa lipidica
podrian inhibir la activacion del complemento y proteger la membrana celular del depdsito de componentes del
complemento después de la reperfusion de sangre fresca de los receptores. También dio lugar a la supresién de la
activacion de la coagulacion. La activacién del complemento y la coagulacion es el sello distintivo de I/R y los niveles
reducidos de los marcadores del complemento corroboran el concepto de un efecto protector contra la lesiéon de I/R
que conduce al rechazo.

En el estudio a corto plazo, el trasplante se siguié durante hasta 6 horas para evaluar la funcién renal y la
hemocompatibilidad local. Cuando la suspension de PEG-fosfolipido se inyect6 a través del segmento de aorta comun
de los dos injertos de rifion, el tejido del rindbn de ensayo completo fue igualmente recubierto con PEG-fosfolipido
incluyendo los glomérulos (Fig. 4B, 4D, 4F). La morfologia macroscépica de los injertos de rifidn no se modifico, lo que
indica que el tratamiento del injerto de rifidn con PEG-fosfolipido no tiene efectos adversos sobre la viabilidad celular.
Ademas, cuando se compard la produccion total de orina entre el rindn de control y el riidn tratado con PEG-fosfolipido,
se observd una mejora significativa de la diuresis en el rifidn de ensayo. Estos resultados indican que no solo el
endotelio renal estaba protegido del ataque de inmunidad innata, sino también que la funcién renal estaba bien
conservada a pesar de que los glomérulos estaban recubiertos con PEG-fosfolipido. Dado el vinculo establecido entre
los cambios morfoldgicos después del dafio isquémico y la funcién renal como herramienta para distinguir entre rifones
viables y no viables ex vivo, nuestro estudio de observacién a corto plazo demuestra la eficacia del recubrimiento de
PEG-fosfolipido para atenuar el ataque de I/R sin efectos adversos sobre la funcion renal.

El efecto del PEG-fosfolipido se limita a la superficie celular, ya que la unién estd mediada por una interaccion
hidr6foba. A partir del seguimiento de la fluorescencia del PEG-fosfolipido unido en el riién, tanto en los modelos a
corto como a largo plazo, se mostré que hubo una disminucién en la intensidad durante el periodo de observacion, lo
que indica que el PEG-fosfolipido se separ6 del endotelio. La fluorescencia parecié migrar desde los glomérulos al
sistema tubular y finalmente lleg6 a la base de las células tubulares 6 horas después del trasplante. La fluorescencia
se encontro en la orina durante el periodo de observacion, lo que apoya que las moléculas de PEG-fosfolipido fueron
metabolizadas por el rifdn. En el estudio a largo plazo, se detectd una fluorescencia significativa hasta 12-24 horas
después de la reperfusion y se perdié por completo después de 48 horas. Puede ser que inicialmente haya una
sobresaturacién de PEG-fosfolipido, que se elimina facilmente por lavado y que la proteccién real de las células
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endoteliales sea ejercida por moléculas que dan solo una tenue fluorescencia. Esto se ve corroborado por la
fluorescencia de PEG-fosfolipido relativamente baja en el estudio a corto plazo después de 6 horas después del
trasplante combinado con un efecto protector sobre el ataque inmune innato como lo indican las diferencias
significativas en los niveles de TAT, C3a y sC5b-9 en la sangre y en la deposicion de C3b en el injerto renal. Esto
también esta respaldado por el hecho de que la eficacia permanecio en el estudio a largo plazo hasta 72 horas a pesar
de que se observd una menor densidad de PEG-fosfolipido insertado en la superficie endotelial. Por lo tanto, la
estabilidad a largo plazo de los PEG-fosfolipidos es suficiente.

Este estudio a corto plazo proporciona una prueba del concepto de la eficacia del recubrimiento de PEG-fosfolipido
solitario para atenuar los eventos de lesion de I/R al suprimir directamente la tromboinflamacion. El PEG-fosfolipido
se desarrollé para actuar como un enlace y un espaciador para los reguladores de la inmunidad innata unidos a las
células. Las moléculas de PEG-fosfolipido funcionalizadas son muy eficientes en la atenuacién de diversos tipos de
reacciones inmunes y trombéticas innatas, tales como la activacion del complemento, activacion del sistema de
contacto y activacion de las plaquetas. Por ejemplo, un péptido con afinidad por el Factor H inhibe la activacion del
complemento y una apirasa es capaz de reducir las reacciones tromboticas asociadas con la activacion de plaquetas.
Combinados, estos dos reguladores pueden inhibir totalmente la tromboinflamacién desencadenada en un sistema
xenogénico cuando las células endoteliales adrticas porcinas entran en contacto con sangre humana en un sistema in
vitro de sangre completa. Teniendo en cuenta el inmenso efecto del PEG-fosfolipido solo, la adicion de reguladores al
PEG-fosfolipido mejorara adicionalmente la construccién con respecto a la inhibicion de la lesion de I/R en el trasplante
de rifdn alogénico.

La activacion del sistema de contacto, que es parte de la inmunidad innata, puede causar complicaciones
intraoperatorias graves, tales como alteraciones cardiovasculares e inestabilidad hemodinamica posterior a la
reperfusion. Este fendmeno, que se ha descrito previamente como sindrome posterior a la reperfusion (PRS), se
observo por primera vez en receptores de trasplante de higado que experimentaron una inestabilidad hemodinamica
grave después de la reperfusion del injerto de higado. Sin embargo, este fenédmeno también se observa en los
receptores de trasplantes de rifdn y pancreas, que a menudo sufren de inestabilidad hemodinamica instantanea
después de la reperfusion. Durante la PRS, la proteina plasmatica factor XllI, precalicreina y cininégeno de alto peso
molecular se activan, lo que da como resultado el inicio de la cascada de coagulacion y la produccion de bradiquinina,
que es un vasodilatador muy potente que causa inestabilidad hemodinamica. En consecuencia, la rapida disminuciéon
de la presion arterial sistémica da como resultado una perfusion alterada del injerto y una prolongacién de la isquemia
caliente del injerto. Estos pacientes pueden sufrir retraso en la funcion del injerto, mayor riesgo de rechazo y pérdida
prematura del injerto. En individuos sanos, un aumento de la frecuencia cardiaca puede compensar en parte la caida
de la presién sanguinea.

En nuestros estudios de supervivencia a largo plazo en cerdos, se mostrd que los animales, que fueron trasplantados
con rifiones tratados con PEG-fosfolipido, tuvieron cambios minimos o nulos en la frecuencia cardiaca y la presion
arterial después de la reperfusion. Por lo tanto, el producto PEG-fosfolipido también impidié la activacién del sistema
de contacto y finalmente el PRS.

La diferencia entre los diferentes experimentos a largo plazo fue que el injerto en los experimentos anteriores se
almacend en un refrigerador a +4 °C durante 24 h sin estar sumergido en liquido de perfusién y que el PEG-fosfolipido
se administré por perfusién en el sistema vascular 40 min antes del trasplante de rifién. En los Gltimos experimentos,
el injerto se perfundi6é inmediatamente con PEG-fosfolipido después de la obtencion y luego se sumergié en PEG-
fosfolipido disuelto en liquido de perfusion durante 24 h a +4 °C hasta el trasplante y la reperfusion. Ya en el primer
estudio, hubo una activacion del sistema de cascada (Fig. 8A a 8C) y expresion de citoquinas (Fig. 9A a 9L)
significativamente menores en los animales tratados con PEG-fosfolipido. Sin embargo, en el segundo estudio, la
activacion del sistema de cascada (Fig. 17A a 17D) y la expresion de citoquinas (Fig. 18A a 18G) fueron mucho
menores en comparacion con el primer estudio y, ademas, el tratamiento con PEG-fosfolipido dio lugar a una reduccion
significativa de la activacion del sistema de cascada (Fig. 17A a 17D) y la expresion de citoquinas (Fig. 18A a 18G).
Por lo tanto, el presente experimento demostré claramente que la combinacion de liquido de perfusién y PEG-
fosfolipido era la combinacion superior. En este experimento, también se mostré que la expresion de citoquinas era
claramente menor directamente después de la reperfusién del injerto de los injertos tratados con PEG-fosfolipido (Fig.
18A a 18G), lo que indica que el efecto antiinflamatorio ya fue inducido durante el periodo de isquemia fria antes de la
reperfusion, posiblemente debido a un efecto inhibidor sobre CL-11 durante la isquemia mencionada anteriormente.

Experimento 2

El objetivo del experimento es una evaluacion de seguridad de PEG conjugado con fosfolipido (1,2-di-palmitoil-sn-
glicerol-3-fosfatidiletanolamina, DPPE) en ratas. Se administr6 una dosis Unica del compuesto por via intravenosa
seguida de un periodo de recuperacion de 14 dias. En el entorno clinico, 2 g del compuesto PEG (PM 5,0
kDa)/fosfolipido se diluiran en 1.000 mL de solucién de perfusién, que se administra rutinariamente a trasplantes de
o6rganos ex vivo, antes de la insercion en el receptor. Las ratas del grupo de dosis baja recibieron la misma
concentracién y las del grupo de dosis alta 10 veces esa concentracion, respectivamente.
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Disefio del estudio

Se compraron treinta ratas Sprague Dawley de ambos sexos en Charles River y se transportaron a Uppsala. El
experimento se desarroll6 durante un total de cuatro semanas, comenzando con un periodo de aclimatacion de dos
semanas, después de lo cual a los animales se les inyectd en un orden aleatorio ya sea NaCl, dosis baja o dosis alta
de PEG-fosfolipido (dia 1). Las inyecciones se realizaron en la vena lateral de la cola. Luego, las ratas se observaron
repetidamente en sus jaulas durante 6 horas usando una prueba de observacion de Irwin, que incluye un examen
clinico extendido de las funciones neuroldgicas y motoras en busca de signos de toxicidad aguda. Los observadores
estaban cegados al tratamiento. Los examenes clinicos de cinco dias a la semana continuaron luego durante dos
semanas. Al final del estudio, se extrajo sangre mediante puncién cardiaca con anestesia terminal. Después de la
eutanasia, todos los animales se sometieron inmediatamente a la necropsia (dia 15).

Grupo 1: 10 animales de control (5 hembras, 5 machos) recibieron NaCl, 1 mL

Grupo 2: 10 ratas (5 hembras machos, 5 machos) recibieron 2 mg/mL de PEG-fosfolipido, 1 mL
Grupo 3: 10 ratas (5 hembras, 5 machos) recibieron 20 mg/mL de PEG- fosfolipido, 1 mL
Observaciones clinicas

A lo largo del estudio, todos los animales fueron examinados y manipulados 5 dias a la semana. Los sacaron de la
jaula y les pusieron en un trozo de vellon sintético uno o dos a la vez. Tres veces a la semana, se dejé entrar a todas
las ratas en un area de juego grande, 5 ratas a la vez, para trepar, bafarse y explorar. El refuerzo positivo se usé en
forma de copos de maiz inmediatamente después de su manipulacion. Se sometieron a un examen clinico exhaustivo
a su llegada a la instalacion animal y antes de la inyeccion de la sustancia. Inmediatamente después de la inyeccion,
se observo a las ratas en busca de signos de toxicidad durante seis horas a rangos de tiempo establecidos.
Posteriormente, fueron examinados regularmente por un veterinario experimentado. No se observaron signos clinicos
de enfermedad o toxicidad en ningin animal durante el periodo de aclimatacion y experimental.

Peso corporal

Los pesos corporales de todos los animales se registraron antes de la inyeccién intravenosa y posteriormente dos
veces por semana durante el resto del estudio. El aumento de peso de los animales fue de una magnitud similar en
los tres grupos.

Examen oftalmolégico

Todos los animales se sometieron a un examen oftalmolégico con biomicroscopia (KOWA-SL17) y oftalmoscopia
(Heine Omega 500) una semana antes y una semana después de la inyeccion del PEG-fosfolipido. Las ratas recibieron
gotas para los ojos Mydriacyl® (tropicamida), 0,5 %, 5 mg/mL antes del examen. Se sujetaron con una suave sujecién
manual durante todo el procedimiento.

No se observaron signos de toxicidad en el examen oftalmolégico. Antes de la administracion de la sustancia, una rata
hembra tenia opacidad corneal en el ojo derecho y dos ratas hembra tenian opacidades nucleares del cristalino, una
en ambos 0jos y la otra solo en el ojo derecho. No se observaron cambios oftalmoldgicos después de la administracién
de la sustancia, a excepcion de una leve irritacion epitelial en una de las hembras. Dos ratas macho tenian
degeneracion corneal, una bilateral y la otra solo de la cérnea derecha antes de la inyeccion de la sustancia. Un macho
tenia defectos nucleares del cristalino y otro tenia cataratas. Se pudo observar hemorragia intravitrea en el ojo
izquierdo en una rata macho. Después de la administracion de la sustancia, no se pudieron observar cambios en las
ratas macho y la hemorragia se reabsorbid.

Patologia clinica

Al finalizar el estudio, se extrajo sangre de todos los animales mediante puncién cardiaca, se dividié un ml de sangre
en tubos con EDTA y heparina de Li. Después de centrifugaciéon a 3.000 rpm durante 10 min, se recogi6 el plasma y
se almacené a -20 °C hasta el andlisis de bioquimica clinica. La sangre con EDTA se analiz6 inmediatamente para
hematologia con el instrumento sanitario Advia 2120 Siemens y el plasma con Architect c4000, Abbott Laboratories,
de acuerdo con los manuales de usuario y los SOP del Departamento de Patologia Clinica, SLU, Uppsala. Los andlisis
estan validados para roedores. Se realizaron los siguientes examenes hematolégicos: trombocitos B (B-TPK),
eritrocitos B (B-EPK), hemoglobina B (B-Hb), volumen corpuscular medio B (B-MCV), concentracién de hemoglobina
corpuscular media B (B-MCHC), eri-reticulocitos, amplitud de la distribucion de glébulos rojos (RDW), hemoglobina
corpuscular media (MCH), volumen medio de plaquetas (MPV), eri-morfologia, leucocitos B (B-LPK), neutrdéfilos B,
eosindfilos B, basodfilos B, linfocitos B, monocitos B, y para bioquimica clinica se realizaron las siguientes
determinaciones: sodio, potasio, glucosa, colesterol total, urea, creatinina, proteina y albumina total, alanina
aminotransferasa (ALAT), aspartato aminotransferasa (ASAT) y acidos biliares. Cuando fue posible, se realizaron los
siguientes analisis de orina: pH, proteinas, glucosa y sangre.
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Los resultados de todos los analisis de sangre y plasma estuvieron dentro del rango de referencia para ratas Sprague
Dawley de 8 a 16 semanas de edad. En cinco muestras de orina se detect6 sangre.

Patologia

Todos los animales fueron sacrificados por eutanasia para la necropsia programada el dia 15 mediante exanguinacién
bajo anestesia con isoflurano y oxigeno. Los pesos corporales se registraron después de la eutanasia y se realiz6 la
patologia macroscopica. No se encontraron anomalias macroscépicas en ninguno de los animales.

Conclusion

Los exadmenes clinicos, incluyendo las investigaciones oftalmoldgicas, no revelaron ningun signo de toxicidad en los
grupos de animales de dosis baja, dosis alta ni de control. Los analisis hematoldgicos y bioquimicos estuvieron todos
dentro de los rangos de referencia y no se encontraron anomalias macroscépicas en la necropsia en ningun animal.
Se puede concluir que el PEG-fosfolipido administrado por via intravenosa se tolera bien en ratas a una concentracion
de hasta 20 mg/mL.

Experimento 3

El Galio-68 (°8Ga) es un emisor de positrones con una semivida de 68 min, que se usa cominmente como un
radionuclido de diagnostico en tomografia de emision de positrones y (PET)/tomografia computarizada (CT). Se
produjo una molécula de PEG-fosfolipido radiomarcada, 8Ga-NO2A-PEG-fosfolipido, en una sintesis de dos etapas.

Preparacion de tampones y soluciones madre.

Acido clorhidrico (HCI) 0.1 M para elucion de %Ga. Se anadié HCI concentrado (9,00 mL,d = 1,17 g x mL", 11,23 M,
32-35 % Ultrapuro NORMATOM para analisis de trazas de metales) a agua (1.000 mL, Thermo Fisher, Ultra Trace
Analytical Grade) y se mezclé y almacen6 a 4 °C en la oscuridad directamente en el matraz de agua. Se mantuvo una
alicuota a RT en un matraz de plastico (resina de bajo metal de Polietileno de Alta Densidad Nalgene, Thermo Fischer)
antes de la elucién del generador.

Agua libre de metales. Se obtuvo agua desionizada en un matraz de vidrio de un purificador de agua (MillieQ). Se
transfirié una alicuota a un recipiente de plastico y se almacené sobre Chelex-100 para secuestrar los iones metalicos.

Solucion de NO2A-azida 1,0 M en DMSO y agua. Se anadi6 trihidrocloruro de 1,4,7-triazaciclononan-1,4-bis(acido
aceético)-7-(3-azidopropilacetamida) (NO2A-azida, Macrocyclics, peso de formula 494,8 g/mol) (1,0 mg, 2,0 umoles) a
un tubo Eppendorf (2 mL). El s6lido se disolvié primero en dimetilsulféxido (DMSO, 50 uL) y se diluyé gota a gota muy
lentamente con agua libre de metales (1.950 pL) hasta que se obtuvo una solucién homogénea 1,0 M.

Tampdn de acetato de sodio 1,0 M pH 3,5. Se us6 agua libre de metales en todas las etapas de la preparacion del
tampon. Se disolvid acetato de sodio (8,203 g, 0,100 moles, 99,995 % de base de traza de metales, TraceSELECT)
en agua (100 mL) en una botella de plastico (Nalgene, resina de HDPE de bajo contenido metalico) y el pH se ajusté
a 4,5, 4,0 o 3,5 por adicion de acido acético concentrado (= 99 %, TraceSELECT para andlisis de trazas) usando una
pipeta de plastico. El volumen final fue superior a 100 mL debido a la adicién de la sal y el acido, por lo que la molaridad
de la solucidn final fue inferior a 1,0 M. Se extrajeron secuencialmente alicuotas de aproximadamente 5 mL del tamp6n
y se midi6 el pH con un medidor de pH calibrado (Mettler Toledo). Las alicuotas se descartaron después de la medicion
del pH para evitar cualquier contaminacién por metales de la sonda de pH. El tamp6n final se almacen6 sobre Chelex
100 y se filtr6 a través de un filtro de jeringa de 0,5 pm antes de uso posterior.

Solucién de hidréxido de sodio 1,0 M. Se diluyé una solucion de hidréxido de sodio (100 uL, 10 M, grado biolégico
extra, Sigma Aldrich) con agua libre de metales (900 pL) en un tubo Eppendorf.

Elucion del generador de 68Ga

Se eluy6 %Ga del generador de 88Ga/®®Ge (generador de 50 mCi, Obninsk, Rusia) con HCI 0,1 M (5,0 mL, aprox.
0,8 mL/min) usando una jeringa de plastico de 10 mL y un controlador de jeringa motorizado (Univentor 864, Malta).
La solucion resultante se fraccion6 en tubos Eppendorf para obtener un volumen pequefio y una alta concentracion
de radiactividad.

Fraccién 1: tiempo 0 - 45 s, 600 pl, 0 MBq - residuo
Fraccion 2: tiempo 45 - 1 min, 15 s, 400 pl, 212 MBq - guardado para marcaje
Fraccién 3: tiempo 1 min, 15 s - 6 min, 15 s, 4.000 pl, 281 MBq - residuo
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Método de HPLC

Sistema HPLC LaPrep Sigma (Hitachi), equipado con un inyector manual (Rehodyne 7225i, tamafo de bucle de
20 pL), detector UV (4D LWL, Knauer) con una celda de flujo UV analitica externa (2 pL) conectada con cables épticos
y un detector de radiactividad (Flow Count, Bioscan) equipado con un médulo de rango extendido FC 6106 (Eckert y
Ziegler) y un detector de cavidad PMT/Nal FC-3300 (Eckert y Ziegler) que se uni6 en serie después del detector UV.
Se prefirié un bucle de acero inoxidable a un bucle de plastico dentro del radiodetector debido a la pegajosidad de los
materiales radiactivos analizados. El aparato de HPLC se control6 por software usando OpenLAB (Agilent) y los
resultados se analizaron usando el mismo software.

Céamara de iones (VDC 202, Veenstra Instruments, el factor de calibracion para 68Ga usado fue 751).

Método A: Fase inversa, columna C18 YMC-Pack ODS-AL, AL12S05-1046WT, AL-301, (YMC Europe GmbH) 100 x
4,6 mm (D.l), 5 ym, 120A. Disolvente A: agua y TFA al 0,1 %, disolvente B: acetonitrilo y TFA al 0,1 %. Gradiente de
solvente 5-70 % de B durante 5 min, luego 70 % de B durante 3 min. Velocidad de flujo 1,0 ml-min-'. Método B:
Cromatografia de exclusion por tamafo, columna: Superdex™ Péptido 10/300 GL, GE Healthcare. Eluyente isocratico
30 % de B. Velocidad de flujo 0,80 mL-min".

Sintesis de [68Ga] NO2A-azida

Se mezclaron hidréxido de sodio 1,0 M (40 pL, 40 ymoles) y tampdn de acetato de sodio 0,10 M (25 pL, pH 3,5) en un
tubo Eppendorf (2 mL), y se afiadié a #8Ga (179 MBq) en HCI 0,1 M (400 pL). Después de eso, se afiadié una solucion
de NO2A-azida (10 pL, 1,0 M en una mezcla de DMSO/agua pura (1/39) en volumen) (volumen de reaccién total
250 pL) y el vial se agité con vértex, se centrifug6 y se calenté hasta 80 °C en un bloque de calentamiento durante
15 min para formar la NO2A-azida marcada con %8Ga, véase la Fig.14. La mezcla de reaccion cruda se analiz6é usando
el método A de radio-HPLC, longitud de onda A = 215 nm, tr: sin sefal (UV), 3,7 min (radio) y se usé para reacciones
posteriores sin purificacion adicional. Se us6 radio-HPLC, Método B, para tener una referencia de sin reaccion 1 en la
reaccion de clic, tr: sin sefial (UV) tr: 25,7 min (radio).

Sintesis de DBCO-PEG-Lipido

Se hizo reaccionar mal-PEG-lipido (20 mg) con cisteina (2 mg) en PBS (1 mL) durante 1 h a RT y se purificd mediante
columna de centrifugaciéon (Columna de Centrifugacion de Desalinizacion de Proteinas, Thermo Fisher Scientific) para
obtener Cys-PEG-lipido después de liofilizacién. Luego, se hizo reaccionar Cys-PEG-lipido (10 mg en PBS) con éster
DBCO-C6-NHS (6 mg, Click Chemistry Tools LLC) en DMSO (1 mL) durante 1 h a RT. Después de afadir 10 mL de
agua pura, la precipitacion se retird por filtracion (tamafo de poro: 0,2 um, Millex®-GV, Merck Millipore Ltd.), seguido
de secado al vacio para obtener DBCO-PEG-lipido (5 mg). La eficacia del marcaje de DBCO fue del 80 %, que se
calculd a partir de la absorcién UV de DBCO.

Sintesis de 8Ga-NO2A-PEG-Lipido

Se afadié DBCO-PEG-Lipido, (2,0 mg, 333 nmoles de lipido, 75 % de funcionalidad de DBCO, 250 nmoles de DBCO)
y PBS (50 pL) a un tubo Eppendorf (2 mL). Se us6 una centrifuga para mover todo el material al fondo del vial.
Posteriormente, se afiadieron 450 uL de la solucién de [®®Ga]NO2A-azida preparada previamente (116 MBq,
9,0 nmoles). La relacién final de DBCO/azida en la mezcla de reaccion fue de 1/ 28 por relacion molar. La reaccion se
dej6 a RT durante 10 min y luego se calenté hasta 60 °C en un bloque de calentamiento durante 10 min.

Se transfirieron 450 pL de la mezcla de reaccion a una columna NAP-5 (columna Grado ADN Sephadex® G-25
preequilibrada con 5 mL de PBS, punto de corte de 5 kDa, GE Healthcare), que se eluyé con PBS en fracciones de
200 pL. El producto deseado 68Ga-NO2A-PEG-Lipido, véase la Fig. 15, se eluyo en las fracciones 2-4 (35,0 MBq,
rendimiento radioquimico corregido por desintegracion del 32 % en la reaccién de clic basado en la cantidad de
[8Ga]NO2A-azida afiadida, rendimiento radioquimico corregido sin desintegracion del 7 % basado en la cantidad total
eluida de %8Ga) y se analizd en radio-HPLC equipada con una columna de cromatografia de exclusion por tamafo
(Superdex™ Peptide 10/300 GL, GE), longitud de onda A = 254 nm, tr: 21,5 min, > 92 % de pureza radioquimica. La
impureza principal fue [#8Ga]NO2A-azida sin reaccionar (5 %) tr: 25,7 min.

Experimento 4

Se realizaron examenes por PET/Imagenologia de Resonancia Magnética (MRI) sobre la base de los resultados de
estudios in vitro con el fin de seguir la distribucién de la construccion de PEG-fosfolipido en rifiones de cerdo y para
estimar la cantidad de PEG-fosfolipido que se distribuye en los rifiones.

Se mezcl6 #8Ga-NO2A-PEG-lipido (en PBS) con MeO-PEG-lipido no marcado (en solucion de HTK) justo antes del
uso (%8Ga-NO2A-PEG-lipido/MeO-PEG-lipido = 1/4 por relacion molar, [PEG-lipido] = 2,0 mg/mL).

La sangre del rindn de cerdo se retird por lavado con PBS frio y, luego, el rifidn se lavd abundantemente con solucion
de HTK a 4 °C y se coloco en una bolsa de plastico llena de solucién de HTK durante la noche. Una solucion de %Ga-
NO2A-PEG-Lipido (2 mg/mL, en HTK, 20 mL, al menos 10 MBq) se inyecté cuidadosamente a través de la arteria del
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riidn del cerdo mediante una jeringa, y se incubd durante 30 min en hielo. Después de lavar el rifién con una solucion
de HTK fria (50 mL), el rindn tratado se coloco en la plataforma del aparato PET/MRI (nanoScan®, Mediso Medical
Imaging Systems, Budapest, Hungria). La plataforma fue para una rata grande de un escaner preclinico PET/3T MRI
de un animal pequefio. Se usé explorador de barrido por MR (GRE Multi-FOV) para establecer la posicion del lecho
para el barrido de todo el rinén en PET. Se realizd un examen PET estatico, multiples barridos de lecho, durante
40 minutos. Las mediciones de MRI se realizaron a 3 T usando un cuerpo completo de bobina transmisora-receptora
de rifndn de cerdo. La secuencia de Eco de Gradiente (GRE MultiFOV) se adquirié con los siguientes parametros:
Numero de excitaciones (NEX): 2; Tiempo de repeticién (TR): 396 ms; Tiempo de eco (TE): 4,15 ms; Vuelta: 45;
Secciones: 180; Espesor de la seccidon: 1 mm; Campo de vision (FOV): 64 x 64 mm?; Resolucién espacial: 0,5 x 0,5
mm?; Tiempo de adquisicion: 14 min. Los datos de PET en modo lista se reconstruyeron usando el algoritmo Tera
tomo 3D (4 iteraciones, tamano de véxel: 0,40 mm, matriz: 212 x 212 x 582).

Las imagenes de PET y MRI se analizaron usando PMOD (version 3.510; PMOD Technologies Ltd.). Los volimenes
de interés se extrajeron manualmente en imagenes de PET-RM fusionadas, para incluir todo el rifién y alrededor de
la region de la médula. La distribucién del marcador en el resto del rifidn se estimo restando los valores de todo el
rindn y alrededor de la region de la médula.

La captacion en cada tejido se expresé en MBq, la desintegracion se corrigié respecto al tiempo de la inyeccion. La
cantidad de radiactividad inyectada y los efluentes de la vena, de todas las etapas de lavado, se midieron en un
calibrador de dosis (VDC-405, Veenstra Instrumenten, Paises Bajos) y se corrigid la desintegracion respecto al tiempo
de la inyeccion. Todas las mediciones se realizaron a RT. Después de la primera mediciéon por PET/MRI y contador
gamma, el rifién se lavé nuevamente con una solucion fria de HTK (50 mL), y luego, el rifidén se colocé en la plataforma
del aparato PET/MRI para la segunda medicion.

Resultados

Un rifidn de cerdo se tratdé con %8Ga-NO2A-PEG-lipido de la misma manera que el trasplante de riidn para los
receptores de cerdo y luego se sometié a imagenologia PET/MRI. Después del tratamiento del rifidn con 88Ga-NO2A-
PEG-lipido por inyeccion y eliminacién por lavado a través de la arteria, se realizé una imagenologia para evaluar la
distribucion de $Ga-NO2A-PEG-lipido. La sefial de $8Ga-NO2A- PEG-lipido se distribuy6 a través del rifion completo,
y también se detectd en particular una sefial mas alta en el area de la médula (81 %) en comparacién con el area de
la corteza (19 %). Cuando se volvieron a tomar imagenes del mismo rifidén a los 90 min después de un lavado adicional
con soluciéon de HTK, el resultado de la imagenologia fue casi el mismo. La sefial de ®#¥Ga-NO2A-PEG-lipido todavia
estaba distribuida a través del rindn completo, y se detecté una sefal mas alta en el area de la médula (93 %) en
comparacioén con el area de la corteza (7 %). Estos resultados mostraron que todos los tejidos y los vasos en el rifién
se recubrieron con %8Ga-NO2A-PEG-lipido por inyeccion, y los tejidos y los vasos en el area de la médula se
modificaron bien con #Ga-NO2A-PEG-lipido.
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REIVINDICACIONES

1. Poli(etilenglicol)-fosfolipido (PEG-fosfolipido) para su uso en la inhibicién o prevencién de la hipotension asociada
con el desarrollo de la reperfusion después de la reperfusién de un injerto de 6rgano en un sujeto receptor.

2. EI PEG-fosfolipido para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el PEG-fosfolipido se formula como una solucién
que comprende moléculas de PEG-fosfolipido y esta destinada a la infusion ex vivo en un sistema vascular del injerto
de 6rgano para permitir el recubrimiento del revestimiento endotelial del sistema vascular con las moléculas de PEG-
fosfolipido.

3. Un método de tratamiento ex vivo de un 6rgano o una parte del érgano, comprendiendo el método:

infundir ex vivo una solucién que comprende moléculas de polietilenglicol)-fosfolipido (PEG-fosfolipido) en un sistema
vascular del 6rgano o la parte del érgano; e

incubar ex vivo la solucién que comprende moléculas de PEG-fosfolipido en el sistema vascular para permitir el
recubrimiento de al menos una porcién del revestimiento endotelial del sistema vascular con las moléculas de PEG-
fosfolipido, mientras se mantiene el 6rgano o la parte del rgano sumergido en una solucién de conservacion de
organos que comprende moléculas de PEG-fosfolipido.

4. El método segun la reivindicacién 3, que comprende, ademas:

infundir ex vivo una solucion de conservacion de érganos en el sistema vascular para eliminar por lavado las moléculas
de PEG-fosfolipido no unidas del sistema vascular.

5. El método segun la reivindicaciéon 3 o 4, que comprende, ademas:

infundir ex vivo una solucion de conservacién de 6rganos en el sistema vascular antes de infundir ex vivo la solucion
que comprende moléculas de PEG-fosfolipido en el sistema vascular.

6. El método segln cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, en donde la infusién ex vivo de la solucién comprende:
pinzar ex vivo una de una arteria y una vena del sistema vascular;

infundir ex vivo la soluciéon que comprende moléculas de PEG-fosfolipido en la otra de la arteria y la vena; y

pinzar ex vivo la otra de la arteria y la vena.

7. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, en donde la infusion ex vivo de la solucion comprende
infundir ex vivo una solucién que comprende desde 0,25 mg/mL hasta 25 mg/mL, preferiblemente desde 0,25 mg/mL
hasta 10 mg/mL, y mas preferiblemente desde 0,25 mg/mL hasta 5 mg/mL, tal como 2 mg/mL, de moléculas de PEG-
fosfolipido en el sistema vascular.

8. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7, en donde la infusiéon ex vivo de la solucion comprende
infundir ex vivo desde 5 mL hasta 250 mL, preferiblemente desde 5 mL hasta 100 mL, y mas preferiblemente desde
5 mL hasta 50 mL, de la solucién que comprende moléculas de PEG-fosfolipido en el sistema vascular.

9. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 8, en donde la incubacién ex vivo comprende incubar ex
vivo la soluciéon que comprende moléculas de PEG-fosfolipido en el sistema vascular, mientras se mantiene el 6rgano
o la parte de la érgano sumergido en la solucién de conservacion de 6rganos que comprende moléculas de PEG-
fosfolipido y en una temperatura por encima de 0 °C, pero por debajo de 8 °C, preferiblemente por encima de 0 °C,
pero por debajo de 6 °C, y mas preferiblemente por encima de 0 °C, pero igual a o por debajo de 4 °C.

10. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 9, en donde la solucién de conservacién de érganos se
selecciona del grupo que consiste en solucién de histidina-triptéfano-cetoglutarato (HTK), una solucién de citrato, una
solucion de la Universidad de Wisconsin (UW), una solucién de Collins, una soluciéon de Celsior, una solucién de la
Universidad de Kioto y una solucion del Instituto Georges Lopez-1 (IGL-1).

11. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 10, en donde la incubacion ex vivo comprende incubar ex
vivo la solucién que comprende moléculas de PEG-fosfolipido en el sistema vascular durante un periodo de tiempo
desde 10 minutos hasta 48 horas, preferiblemente desde 20 minutos hasta 36 horas, y mas preferiblemente desde
30 minutos hasta 24 horas.

12. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 11, en donde

las moléculas de PEG-fosfolipido se seleccionan del grupo que consiste en moléculas de PEG-fosfolipido no
funcionalizadas que consisten en PEG-fosfolipidos, moléculas de PEG-fosfolipido funcionalizadas que comprenden
una molécula funcionalizada respectiva unida a PEG de las moléculas de PEG-fosfolipido, y una mezcla de los
mismos; y
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la molécula funcionalizada se selecciona del grupo que consiste en un péptido de unién a heparina, 4 a 6 repeticiones
de consenso cortas N-terminales (SCR) del receptor del complemento 1 (CR1), proteina reguladora del complemento
CD46 (CD46), factor de aceleracion de la desintegracién de complemento (DAF), una molécula de unién al Factor H,
una enzima que degrada el difosfato de adenosina (ADP) y una mezcla de los mismos, preferiblemente seleccionados
del grupo que consiste en el péptido 5C6, apirasa, grupo de diferenciacién 39 (CD39), proteina de unién a C4b (C4BP),
y una mezcla de los mismos.

13. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 12, en donde las moléculas de PEG-fosfolipido tienen una
férmula (1) o una formula (11):

O
H,C ‘
3%0/
n
O
H.CJ
3‘(‘\%]\0/
m

0
HaC
Nz
n
0
HaC
1y o~
m

en donde

n, m son nimeros enteros seleccionados independientemente dentro del rango desde 10 hasta 16, preferiblemente n,
m son independientemente 10, 12, 14 0 16, y mas preferiblemente n = m = 14;

p se selecciona de modo que la cadena de PEG tenga un peso molecular promedio seleccionado dentro del rango
desde 1.000 Da hasta 40.000 Da, preferiblemente desde 3.000 a 10.000 Da y mas preferiblemente 5.000 Da; y

R es H, CHs, NHz, un grupo malemida, un grupo biotina, un grupo estreptavidina, un grupo avidina o una molécula
funcionalizada seleccionada del grupo que consiste en un péptido de unidn a heparina, 4 a 6 repeticiones de consenso
cortas N-terminales (SCR) del receptor del complemento 1 (CR1), proteina reguladora del complemento CD46 (CD46),
factor de aceleracion de la desintegracion de complemento (DAF), una molécula de unién al Factor H, una enzima que
degrada el difosfato de adenosina (ADP) y una mezcla de los mismos, preferiblemente seleccionados del grupo que
consiste en el péptido 5C6, apirasa, grupo de diferenciacion 39 (CD39), proteina de unién a C4b (C4BP), y una mezcla
de los mismos.
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14. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 13, en donde el 6rgano se selecciona del grupo que consiste
en rindn, higado, pancreas, corazdn, pulmon, Utero, vejiga urinaria, timo e intestino.

15. El método segun la reivindicacion 14, en donde
el 6rgano es un rifon; y

la incubacién ex vivo comprende incubar ex vivo la solucidon que comprende moléculas de PEG-fosfolipido en el
sistema vascular para permitir el recubrimiento del endotelio renal del sistema vascular renal y recubrimiento de los
tubulos del parénquima renal con las moléculas de PEG-fosfolipido mientras se mantiene el rinébn sumergido en una
solucion de conservacion de 6rganos que comprende moléculas de PEG-fosfolipido.
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