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SOLUGAO AQUOSA PARA A PRESERVAGCAO DE TECIDOS E ORGAOS

Refere-se a presente invencdo a uma solucgéo
aguosa para preservar tecidos e o6rgdos, ao seu Uuso, com
particularidade para preservar 6rgdos marginais e a um mé-
todo para preservar tecidos e drgdos.

Técnica Anterior

O transplante de 6rgdos é o tratamento de escolha
para pacientes que padecem de enfermidades crdénicas em fase
terminal. Apesar dos avangos no aperfeicoamento das técni-
cas de transplante, a lesdo que sofre o inserto durante o
periodo de isquemia a subseqliente reperfusdo continua sendo
um problema n&o solucionado na pratica clinica.

Depois da remocdo a partir de um doador e antes do
transplante de enxerto em um receptor, o(s) org&o(s) e te-
cidos s&o submetidos a um periodo inerente de isquemia.
Desta forma, as solugdes liquidas usadas para preservar os
brgdos e tecidos tém de cumprir uma série de requisitos:
remogdo do sangue do doador, conseguir um resfriamento ra-
pido do érgdo, e assegurar uma prevencao e protegdo efetiva
contra as lesbes causadas pela isquemia.

A preservacdo hipotérmica estatica é um método efe-
tivo para a preservagdo dos érgdos durante curtos periodos
de isquemia. Entretanto, periodos prolongados de isquemia
esﬂéo associados com o ndo funcionamento primario do enxer-
to no transplante hepético, e com disfuncdo do enxerto no
trgnsplante renal. Adicionalmente & necessidade de ampliar
o éeriodo de isquemia, a escassez de doadores e o subse-
quente aumento das listas de espera no transplante de oér-
gdos derivou para a aceitag¢do de 6rgdos marginais, os quais
apresentam pouca tolerédncia face & lesdo ocasionada por uma
isquemia prolongada. No casc do transplante de figado, a

utilizacdo de 6rgdos marginais tais como enxertos esteatd-
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sicos estd associada com um risco aumentado de um nao fun-
cionamento primdrio ou disfungdo do enxerto depois do
transplante, comparado com os ndo esteatdésicos. Além dis-
so, alguns figados esteatdsicos s&o considerados ndo ade-
gquados para o transplante, acentuando ainda mais a falta de
érgdos para o transplante. E amplamente conhecido que a
maioria das lesbes apresentadas por um 6rgdo marginal du-
rante o transplante estd relacionada com o periodo de pre-
servacao hipotérmica. Estas observag¢des indicam que a pre-
servacdo do érgdo deve ser otimizada. Portanto, o objetivo
principal na preservagdo de oérgdos é procurar prolongar a
tolerédncia do 6rgdo a isquemia.

Existe evidéncia que indica que a composicdo das
solu¢des de preservacdo é um fator da maior importéncia pa-
ra'a qualidade dos érgdos conservados durante periodos de
isquemia prolongados. A solucdo de preservagdo, University
of Wisconsin (UW), é considerada como a solug¢do padrdo para
a preservagao hepatica, j& qgue h& resultado efetivo para
reduzir o dano ocasionado pela isquemia fria e prolongou os
limites dos tempos de armazenamento. Esta solucdo de pre-
servagdo contém diferentes componentes encaminhados para
melhorar a preservagdo do érgdo, incluindo o coléide hidro-
xilbtilamido, para prevenir o edema celular, a adenosina
como uma fonte de ATP durante a reperfusio, o alopurinol e
a glutationa com efeitos antioxidantes, e agentes impermed-~
veis & membrana celular, tais como o &cido lactobidnico e a
rafinose. Entretanto, esta solucgdo de preservacdo, UW, a-
preéenta limitagdes relacionadas com a eficicia, uma vez
que| se observaram lesdes irreversiveis nos bérg&os submeti-
dos a transplante quando se prolonga o periodo de isquemia
fria (16 h-24 h).

| O tacrolimus (TCR) é um composto macrélido com efe-

tiva atividade imunossupressora, atividade antimicrobiana e
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outras atividades farmacoldgicas e é de valor para a pre-
vengdo de reagdes de rejeicdo no transplante de 6rgdos e
tecidos, bem como para desordens de origem auto-imune e in-
fecciosa. E conhecido que a sua adicdo as solucdes de pre-
servacao pode proteger contra a lesdo ocasionada por reper-
fusdo. Na literatura descreveu-se uma solucido de preserva-
cdo UW que contém tacrolimus (K. G. Rajesh et al., "Mito-
chondrial Permeability transition-pore inhibition enhances
functional recovery after long-time hypothermic heart pre-

servation", Transplantation, 2003, vol. 76 (9), pp. 1314-

20) . A sua agdo na preservacdo foili testada em coracdes.
Ndo obstante, concluiu-se que o tacrolimus ndo tinha nenhum
efeito na preservacio.

O carvedilol (CVD) é wum agente bloqueador B-
adrenérgico ndo seletivo e lipofilico com efeitos vasodila-
tores exercidos principalmente através do blogqueio seletivo
do receptor al e com um potente efeito antioxidante. A ca-
pacidade do carvedilol inibir a peroxidacdo de lipideos ¢é
muito maior do que aquela obtida com outros bloqueadores B-
adrenérgicos testados, o que pode explicar os seus efeitos
de protegdo superiores em modelos de isquemia/reperfuséo.
Muito embora a adicido de antioxidantes, tais como carvedi-
lol, as solugdes de preservacdo fosse sugerida na literatu-
ra (cf. B. Yard et al., “Prevention of cold-preservation
injury of cultured endothelial cells by catecholamines an-

drelated compounds", American Journal of transplantation,

2004, vol. 4, pp. 22-30), ndo se descreveu nenhuma solucédo
de preservagdo especifica que‘compreenda carvedilol.

Um trabalho recente indica que a adicdo de trimeta-
zidina (TMZ) a solugdo de preservagdo UW melhorou a capaci-
daae desta solugdo de preservacdo padrio proteger os dois,
figados ndo esteatdsicos e, especialmente, figados esteatéd-

sicos submetidos a periodos de isquemia prolongados (cf. I.
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Ben Mosbah et al. "Trimetazidine: Is it a promising drug
for use in esteatdsico grafts?", World J Gastroenterol,
2006, vol. 12(6), pp. 908-914).

Naoc obstante, algumas das propriedades da solucgéo

UW, como o sdo a alta concentracdo de potédssio (requerida
para lavar o érgdo antes da reperfusdo do enxerto no recep-
tor) e a presenca de hidroxietil amido (HES) como suporte
oncético (que poderia ser responsadvel pela agregacdo dos
gldébulos vermelhos) n&o favorece a preservacdo do 6érgio.
Estudos recentes demonstraram gque os dois tipos de enxertos
de figado (enxertos esteatdésicos e ndoc esteatdsicos) sdo
mais bem preservados em uma solugdo de preservacdo modifi-
cada a partir da UW (chamada IGL-1), que se caracteriza pe-
la inversdo nas concentragdes de K' e Na' e na substituicao
do HES por polietilenoglicol (PEG) na solucdo UW original
(cf. I. Ben Mosbah et al., “Preservation of esteatdsico fi-

gados in IGL-1 solution", Liver Transpl, 2006, vol. 12 (8),

pp; 1215-23). Por outro lado, a pesar dos aperfeicoamentos
oferecidos pela solugdo IGL-1, os efeitos prejudiciais oca-
sionados pela isquemia-reperfusido (I/R) permanecem sem re-
solver.

_ Permanece ainda uma necessidade de encontrar solu-
¢bes de preservagdo que permitam prolongar a tolerdncia do
brgdo a isquemia e reduzir ao minimo o risco inerente que
sofrem os 6rgdos marginais submetidos ao transplante.

Sumério da Invencgao

Muito embora se conhegam ou fossem sugeridas no es-
tado da técnica solugdes de preservacdo que contém tacroli-
mus, carvedilol, ou trimetazidina, nunca foi sugerida uma
solugdo aquosa para a preservacgdo de o6rgidos e tecidos que
compreenda uma combinag&o dos trés principios ativos farma-
céuticos. Surpreendentemente, os inventores descobriram

uma solucdo de preservagdo que contém uma combinacdo de ta-
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crolimus, carvedilol, e trimetazidina aperfeicoa de forma
sinérgica a capacidade de preservacdo dos 6érgdos e tecidos
submetidos a um periodo de isquemia prolongado. Particu-
larmente, este efeito sinérgico é especialmente evidente em
brgdos marginais, tais como figados esteatdésicos, que torna
a solugdo especialmente vantajosa uma vez que melhoraria as
condigdes iniciais dos érgdos marginais que estdo disponi-
vels para transplante, mas com deficientes resultados pds-
operatdrios, e poderia aumentar também o uso de érgdos que
atualmente sdo descartados para transplante e, portanto,
aumentar a quantidade de oérgdos disponiveis para serem
transplantados.

Desta forma, um aspecto da presente invencdo refe-
re-se a uma solugdo de preservagdo aquosa para a preserva-
cdo de tecidos e 6rgdos que compreende uma quantidade efe-
tiva de carvedilol, uma quantidade efetiva de tacrolimus, e
uma quantidade efetiva de trimetazidina.

A solugdo de preservagdo aquosa da presente inven-
¢dc permite manter tecidos ou érgdos durante um periodo de
tempo maior do que se consegue com outras solucdes de pre-
servacdo conhecidas. Outra vantagem da solucdo de preser-
vagdo da invengdo é que ela permite prolongar o tempo em
que um tecido ou um oérgdo funcionam apropriadamente e em
qu¢ € util para transplante em comparacdo com o gque se al-
caﬁgaria com outras solugdes de preservacao.

Um segundo aspecto desta invencdo refere-se ao uso
da solugdo aquosa da presente invencdo para preservar teci-
dos ou o6rgios. A solugdo pode ser aplicada a tecidos ou
6rgdos de mamiferos, incluindo seres humanos. Exemplos dos
ditos tecidos compreendem veias e artérias.

Também forma parte desta invencdo um método para
preservar tecidos e 6rgdos que compreende manter os ditos

tecidos ou érgdos na solugdo aquosa da presente invencédo
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sob uma temperatura compreendida entre 2-10°C. Ao mergu-
lhar-se um tecido ou um érgdo na solug¢do de preservacio a-
quosa da presente invencédo, previne-se a lesdo por reperfu-
sdo associada com a implantag¢do do tecido ou érgdoc e a re-
jeigdo do transplante.

Da maneira que é usada neste caso, a frase “uma
concentracao efetiva de" um ingrediente ativo é a quantida-
de do ingrediente ativo que é de utilidade para a preserva-
¢do de tecidos ou drgios.

Qualquer valor em uma faixa dada neste caso pode
estender-se ou ser alterado sem perder os efeitos procura-
dos, tal como serd evidente para a pessoa versada na técni-
ca. Assim, as faixas dadas, tais como concentracdes, e as-
semelhadas, deverdo ser considerados aproximados, a ndo ser
que estabelecido em contrério.

Por todas a descrigdo e nas reivindicacdes a pala-
vra “compreende” e suas variantes ndo pretendem excluir ou-
tras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes ou e-
tapas.

Descrigdo Breve dos Desenhos

As figuras (1-10) ilustram o efeito da adigdo de
tacrolimus (TCR), carvedilol (CVD), e trimetazidina (TMZ) a
algumas solugdes de preservacgdo, e os efeitos da solucdo de
preservagdo do Exemplo 1 (Pl) quando figados esteatdsicos
(5) e nao-esteatdsicos (NS) foram submetidos a um periodo
de isquemia prolongado. Nas Figuras, $P significa percen-
tagem de protecéo.

A Figura 1 ilustra a percentagem de protecdo contra
a solugdo de preservagdo UW quando os valores ALT foram a-
valiados no final do periodo de isquemia (0 min).

A Figura 2 ilustra a percentagem de protecido contra
a solugdo de preservagdo UW quando os valores ALT foram a-

valiados no final da reperfusdo (120 min.).
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A Figura 3 ilustra a percentagem de protecdo contra
a solugdo de preservagdo UW quando a producdo de bilis foi
avaliada ao final da reperfusdoc (120 min.).

A Figura 4 ilustra a percentagem de protecdo contra
a solugdo de preservagdo UW quando se avaliou a % de de-
sobstru¢do hepdtica de BSP na bilis durante a reperfusdo.

A Figura 5 ilustra a percentagem de protecio contra
a solugdo de preservagdo UW quando os niveis de ATP foram
avaliados ac final da reperfusdo (120 min.).

A Figura 6 ilustra a percentagem de protecdo contra
a solugdo de preservagdo IGL-1 quando os valores de ALT fo-
ram Avaliados ao final do periodo de isquemia (0 min.).

A Figura 7 ilustra a percentagem de protec¢do contra
a solugédo de preservacao IGL-1 quando os valores de ALT fo-
ram avaliados ao final da reperfusdo (120 min.).

A Figura 8 ilustra a percentagem de protecdo contra
a solugdo de preservagdo IGL-1 quando a produgdo de bilis
foi avaliada ao final da reperfusdo (120 min.).

A Figura 9 ilustra a percentagem de protecdo contra
a solugdo de preservagdo IGL-1 quando a $ de desobstrucéo
hepatica de BSP em bilis foi avaliada durante a reperfuséo.

A Figura 10 ilustra a percentagem de prote¢do con-
tra a solugdo de preservacdo IGL-1 quando os niveis de ATP
foram avaliados ao final da reperfusido (120 min.).

Descrigdo Detalhada da Invencao

A solugdo aquosa da presente invenc&o pode ser a-
plicada a tecidos ou érgdos na ocasido da remogdo do doa-
dor, e durante o seu armazenamento, transporte e eventual
implante dentro do receptor. Ela pode ser usada para peri-
odos curtos de isquemia e principalmente para periodos de
isquemia prolongados.

Em uma concretizacdo preferida da solucio aquosa da

presente invengdo, a concentracdo de carvedilol varia de 5
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até 10 microM, a concentracdo de tacrolimus varia de 5 até
10 microM, e a concentracido de trimetazidina varia de 0,01
microM até 10 microM.

A fim de evitar a formacdo de edema de tecido e ce-
lular, a solugdo aquosa da presente invencdo compreende po-
lietileno glicol (PEG) que tem um peso molecular acima de
15.000, o que permite assegurar a pressdo oncdtica. Prefe-
rentemente, o PEG usado é um PEG de um peso molecular de
35.000. Ainda com maior preferéncia, o PEG é um PEG puri-
ficado ndo linear, o que quer dizer um PEG sintetizado par-
tir de moléculas PEG de baixo peso molecular.

conseqlentemente, em cutra concretizacio preferida,
a solugdo aquosa da presente invencdo tem um PH que varia
de 6,5 a 8 e uma osmolaridade de 290 a 320 milimols/kg, e
compreende ainda PEG dotado de um peso molecular superior a
15.000 em uma concentracdo de 0,01 até 5 mM, rafinose em
uma concentragdo de 20 até 40 mM, MgSO; em uma concentracéao
de 1 até 10 mM, H,PO,” em uma concentracdo de 10 até 40 nM,
ions de potédssio em uma concentracdo de 30 até 50 mM, ions
de sédio em uma concentragdo de 110 até 160 mM, e &cido
lactobidnico em uma concentracdo de 70 até 140 mM.

Em outra concretizacdo de maior preferéncia, a so-
lugdo aquosa da presente invengdo tem um pH de 7,4, uma os-
molaridade de 320 milimols/kg, e uma concentracdo de PEG
tendo um peso molecular superior a 15.000 de 0,03 mM, a
concentracdo de rafinose é 30 mM, a concentracido de MgSOs; é
5 mM, a concentragdo de HyPO,” é 25 mM, a concentracao de
ions de potéssio é 40 mM, a concentracdo de ions de sédio é
120 mM, a concentraclo de ad lactobidnico ¢é 100 mM, a con-
centracdo de tacrolimus é 5 microM, a concentracdo de car-
vedilol & 10 microM, e a concentracdo de trimetazidina é 1
microM. Preferentemente, o PEG tem um peso molecular de

aproximadamente 35000.
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E amplamente conhecido que a principal causa da ndo
aceitagdo de o6rgdos para ser transplantados é a esteatése.
As concretizacdes preferidas mencionadas anteriormente de
uma solucdo de preservacgdo da invencido permite aumentar a
toleréncia dos figados esteatdsicos a lesdo ocasionada por
isquemia-reperfusdo associada com o transplante de figado.
Este fato permite melhorar a funcionalidade pds-transplante
do enxerto esteatdsico, e aumentar a disponibilidade de oér-
gdos aptos para o transplante.

Uma solugcdo aquosa particularmente preferida da
presente invencdo consiste dos seguintes componentes:

-polietileno glicol dotado de um peso molecular de
cerca de 35000 em um concentracdo de 0,03 mM,

-rafinose em uma concentracdo de 30 mM,

-MgS0O; em uma concentracdo de 5 mM,

- H2PO4” em uma concentracdo de 25 mM,

- ilons de potédssio em uma concentracdo de 40 mM,

—- ilons de sédio em uma concentracido de 120 mM,

—-acido lactobidénico em uma concentracdo de 100 mM.

-tacrolimus em uma concentracdo de 5 microM,

-carvedilol em uma concentragdo de 10 microM, e

—trimetazidina em uma concentracdo de 1 microl,

e tem um pH de 7,4 e uma osmolaridade de 320 milimols/kg.

Ainda com maior preferéncia esta solucdo de preser-
vagao compreende, além disso, dexametasona em uma concen-—
tragdo de 16 g/l, e penicilina em uma concentracdo de
200.000 U/1.

Estas duas concretizagdes preferidas de uma solucédo
de preservagdo da invencgdo ndo contém alguns farmacos, tais
como GSH, HES, insulina, alopurinol, e adenosina, que sdo
incluidos em outras solugdes de preservacdo j& conhecidas
(tais como as solugdes de preservacdo UW e/ou IGL-1) e que

demonstraram ser ineficazes ou mesmo ter efeitos prejudici-
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als no o6rgdo preservado. Uma sinergia particularmente re-
levante foi observada para estas solugdes de preservacao
preferidas pelo fato de que elas conferem protegdo para os
figados tanto esteatdésico quando nido esteatdsico em compa-
racao com o0s resultados obtidos para outras solucdes de
preservacgao.

Tal como se mencionou anteriormente, um aspecto a-
dicional da presente invencdo refere-se ao uso de uma solu-
cdo aquosa tal como descrita e reivindicada neste contexto
para preservar tecidos ou 6érgaos. Em uma concretizacéo
preferida, o o6rgdo é um 6rgdo abdominal, tal como figado,
rim, e pdancreas. Preferentemente, o érgdo abdominal é um
érgdo marginal, e ainda com maior preferéncia é um figado
esteatdsico.

A solugdo de preservacdo de acordo com a presente
invencdo aplica-se & preservacio hipotérmica estdtica e é
usada sob uma temperatura situada entre 2 e 10°C, preferen-
temente entre 3 e 5°C, e ainda com maior preferéncia a 4°C.

Além disso, a presente invencdo abrange todas as
combinacdes possiveis de grupos particulares e preferidos
descritos anteriormente.

Objetivos, vantagens e aspectos adicionais da in-
vengdo tornar-se-do evidentes para aqueles versados na téc-
nica em parte a partir da descricdo e em parte a partir da
pratica da invengdo. Os exemplos seguintes e desenhos sé&o
proporcionados a titulo de ilustracdo e nio pretendem ser
limitativos da presente invencso.

EXEMPLOS

EXEMPLO 1: Preparacgdo de uma solucdo de preservagdo aquosa

Uma solugdo aquosa, cuja composicdo estd ilustrada
na Tabela 1, foi preparada de acordo com o processo exposto
adiante.

Tabela 1:
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Concentragao (mM)
Acido lactobiénico 100
H,PO,~ 25
MgSO, 5
Rafinose 30
PEG 35000 0,03
fons de potéassio 40
Tons de sédio 120
Tacrolimus 5-107°
Carvedilol 10-107°
Trimetazidina 1-107°
Etapa 1:

A uma solugdo que continha 1 g de polietileno gli-
col dialisado (PEG 35.000), adicionaram-se 4,11 mg de ta-
crolimus (TCR) e submeteu-se a agitacdo para formar uma
primeira solucdo.

Etapa 2:

Adicionaram-se 35,83 g de A&cido lactobidnico a um
receptaculo de um litro que continha 800 ml de &gua (desti-
lada e deionizada) sob temperatura ambiente e submeteu-se a
agitacdo até ser dissolvido. Entdc, adicionaram-se 0,60 ¢
de MgSO4, 22,5 ml de 5N NaOH, 6 ml de 5N KOH, 3,4 g de
KH;PO4, e 17,83 g de rafinose para formar uma segunda solu-
¢éo. Subseqglientemente adicionaram-se a esta segunda solu-
géé‘l ml de uma solug&o que continha TMZ a partir de uma
solugédo de estoque (solugdo de estoque: 2,66 mg de TMZ dis-
solvido em 10 ml de &gua) e 10 ml de CVD a partir de uma
solugdo de estoque (solucdo de estoque: 6,5 mg de carvedi-
lol em 8 ml de 4cido tartdrico e 8 ml de agua).

A solugdo preparada na etapa 1 foi misturada com a
solugdo preparada na etapa 2, e entd3o se adicionou 5 N NaOH

conforme necessdrio para ajustar o pH para 7,4 + 0,1.
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Finalmente, adicionou-se 4&agua ao receptdculo para
trazer o volume para 1 litro, e ent&o a solugdo foi filtra-
da, e esterilizada. Obteve-se uma solucgdo dotada de uma
osmolaridade de 320 * 10 mOsm/1l. Antes do uso, adiciona-
ram-se dexametasona (16 g/l) e penicilina (200.000 U/1).
EXEMPLO 2

Neste exemplo, comparou-se o efeito da solucdo a-
quosa da presente invencdo sobre o figado em relacdo ao e-
feito obtido gquando se usaram soluc¢des de preservacido UW e
IGL-1.

Avaliaram-se a les&o e funcionalidade hepatica pela
medigdo das transaminases, producdo de bilis, desobstrucdo
hepadtica (%¥BSP) e teor de ATP.

Para realizar o estudo, utilizaram-se ratos Zucker
homozigotos (obesos, Ob) e heterozigotos (magros, Ln), com
idade entre 16-18 semanas, procedentes de Iffa-Credo
(L"Abresle , France). Utilizou-se um modelo de figado per-—
fundido isolado para avaliar a les3o e funcionalidade, sem
a influéncia de outros 6érgdos, de constituintes plasmaticos
e efeitos neuronais/hormonais. Neste modelo experimental
preserva-se a arquitetura hepatica, micro circulacdoc e pro-
dugdo de bilis. Este modelo experimental usado foi consi-
derado na literatura como apropriado para testar a eficién-
cia de diferentes solugdes de preservacdo para transplante.
Todos os procedimentos foram realizados sob a influéncia de
anestesia inalatéria de isoflurano. O estudo respeitou as
regglamentagées da Unido Européia sobre a realizacdo de ex-
periéncias em animais (Directiva 86/609/CEE).

Obtencdo do figado e grupos experimentais

A técnica cirurgica foi realizada tal como descrita
em estudos anteriores (I. Ben Mosbah, et al. “Preservation
of esteatdésico figados in IGL-1 solution", Liver Transpl

2006, wvol. 12 (8), pp. 1215-23, and I. Ben Mosbah et al.
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“Addition of adenosine monophosphate-activated protein ki-
nase activators to University of Wisconsin solution: a way

of protecting rat esteatdsico figades", Liver Transpl.,

2007, vol. 13(3), pp. 410-25). Depois de canulacdoc do con-
duto biliar comum, isolou-se a veia porta e ligaram-se as
ramificagdes esplénica e pilérica. Todos os animais foram
distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos experimen-
tais tais como descritos adiante.

Solugdes de preservagdo e grupos experimentais

A composigdo das solugdes de preservacdo UW, IGL-1
e Pl estd ilustrada na Tabela 2, sendo Pl uma solucdo de

preservagdo de acordo com a presente invencao.

Tabela 2:

Componentes Propriedades UW IGL-1 P1
Na® (mmol) Cation 30 100 120
K" (mmol) Cation 100 30 40
Mg** (mmol) Cation 5 5 5
Sulfato (mmol) Tampé&o 5 5 5
Fosfato (mmol) Tampdo 25 25 25
Acido lactobiénico | Tampao 100 100 100
(mmol)
Rafinose (mmol) Actucar 30 30 30
HES (g/1) Coléide 50 - -
PEG (g/1) Coléide - 1 1
Adenosina (mmol) Fénte snerges 5 5

tica -
Allopurincl (mmol) |Antioxidante 1 1 -
GSH (mmol) Antioxidante 3 3 -
Trimetazidina Protetor Mito-| - - 1
(pmol) condrial
Carvedilol (pmol) Antioxidante - - 10
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Anti-

Tacrolimus (umol) . 5
inflamatdrio - -
Protetor Mito-

Insulina (U/1l) 40 40
condrial -
Protetor de

Dexametasona (g/1) 16 16 16
Membrana

Penicilina (U/1) Antibidtico 200.000 | 200.000 | 200.000

HES = hidroxietil amido; GSH = Glutationa.

A) Estudo I: Pl vs. Solucdo UW

1) UW: Figados provenientes de 16 ratos Zucker (8 Ln e 8
Ob) foram preservados durante 24 h a 4°C na solucdo UW.
2) UW+CVD: Figados provenientes de 16 ratos Zucker (8 Ln e
8 Ob) foram preservados durante 24 h a 4°C en solucdo UW
contendo 10 uM of carvedilol.
3) UW+TMZ: Figados provenientes de 16 Ratos Zucker (8 Ln e
8 Ob) foram preservados durante 24 h a 4°C em solugdo UW
contendo 1uM de trimetazidina.
4) UW+TCR: Figados provenientes de 16 Ratos Zucker (8 Ln e
8 Ob) foram preservados durante 24 h a 4°C em UW solugéo
que continha 5 pM de tacrolimus.
5) UW+CVD+TMZ+TCR: Figados provenientes de 16 Ratos Zucker
(8 In e 8 Ob) foram preservados durante 24 h a 4°C em solu-
cédo UW que continha 10 pM de carvedilol, 1uM de trimetazi-
dina, e 5 yM de tacrolimus.

Os resultados obtidos nos grupos 1-5 foram compara-
dos com aqueles obtidos quando figados provenientes de 16
Ratos Zucker (8 Ln e 8 Ob) foram preservados durante 24 h a
4°C em Pl solugdo de preservacio.

B) Estudo II: Pl vs. IGL-1

1) IGL: Figados provenientes de 16 Ratos Zucker (8 Ln e 8
Ob) foram preservados durante 24 h at 4°C in IGL-1 soluti-

on.
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2) IGL+CVD: Figados provenientes de 16 Ratos Zucker (8 Ln e
8 Ob) foram preservados durante 24 h a 4°C em solucdo IGL-1
que continha 10 pM de carvedilol.
3) IGL+TMZ: Figados provenientes de 16 Ratos Zucker (8 Ln e
80b) foram preservados durante 24 h a 4°C em solucdo IGL-1
que continha 1puM of trimetazidina.
4) IGL+TCR: Figados provenientes de 16 Ratos Zucker (8 Ln e
8 Ob) foram preservados durante 24 h a 4°C em solucdo IGL-1
gque continha 5 uM de tacrolimus.
5) IGL+CVD+TMZ+TCR: Figados provenientes de 16 Ratos
Zucker (8 Ln e 8 Ob) foram preservados durante 24 h a 4°C
em solugdo IGL-1 que continha 10 uM de carvedilol, 1pM de
trimetazidina, e 5 pM de tacrolimus.

Os resultados obtidos nos grupos 1 a 5 foram compa-
rados com aqueles obtidos quando figados provenientes de 16
Ratos Zucker (8 Ln e 8 Ob) foram preservados durante 24 h a
4°C em solugdo de preservacido P1.

Procedimento

Depois de 24 h de preservacéo fria do enxerto, me-
diram-se os niveis de alanina aminotransferase acumulada
(ALT) depois de isquemia prolongada. Além disso, depois de
24 h de preservagdo fria do enxerto, e com a finalidade de
imitar o periodo isquémico quente sofrido pelo enxerto du-
rante o implante cirlrgico no receptor, expuseram-se os fi-
gados a 22°C durante 30 min. Os figados foram entdo conec-
tadcs por meio da veia porta a um sistema de perfusdo cir-
culatdéria e foram perfundidos durante 120 min a 37°C. Du-
rante os primeiros 15 min de perfusdo, o fluxo foi aumenta-
do progressivamente a fim de estabilizar a pressdo portal
em 12 mm Hg (Pression Monitor BP-1, Instruments, Inc, Sara-
sota, FL, USA). O fluxo fol controlado utilizando-se uma
bomba peristédltica (Minipuls 3, Gilson, France). O liguido

de perfusdo consistiu de um meio de cultura de células
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(William’s medium E, Bio Whitaker, Spain) com a solugéo
Krebs-Heinseleit- albumina. O liquido de perfusdo foi oxi-
genado com uma mistura de gases 95% O, e 5% CO; e a tempe-
ratura do liquido de perfusdo foi mantida a 37°C. No final
da reperfusdo normotérmica (120 min) coletaram-se aliquotas
de liquido de perfusdo para se avaliar a ALT. Também se
avaliou a produgido de bilis e a desobstrucdo hepatica
(3BSP) em amostras de bilis e o conteldo de ATP em amostras
de figado.

Determinag¢des Bioquimicas

-Ensaio de transaminases. Como pardmetro de les3o hepati-

ca, avaliaram-se as transaminases de acordo com as instru-
¢bes proporcionadas por kits comerciais provenientes de Bo-
ehringer Mannheim (Munich, Germany).

~_Produgdo de Bilis. A producdo de bilis foi avaliadas como

um parametro da fungdo hepidtica. A bilis foi coletada a-
través do conduto de bilis e a produciZo de bilis foi esti-
mada pela medigdo do volume de bilis obtido depois de 120
min de perfusdo e reportado como pl/g figado.

- Desobstrugdo hepatica de BSP. Da mesma forma gque com a

produgao de bilis, a desobstrugdo hepatica de BSP é consi-
derada como outro parametro confidvel da funcido Hepatica.
Adicionaram-se 10 mg de BSP (bromossulfoftaleina) ao liqui-
do de perfusdo trinta minutos depois da perfusio de parti-
da. A concentragdo de BSP nas amostras de bilis foi deter-
minada por medig¢do da absorvéncia sob 580 nm. A desobstru-
¢do hepatica de BSP fol expressa como % de BSP.

-ATP. Homogeneizaram-se amostras de figado em uma solucdo
que continha &cido perclérico, e os niveis de ATP foram me-
didos por cromatografia liquida de alta resolucdo.

Estudo Estatistico

Os dados expressaram—se como valor da média * erro

padrdo da média. Os dados obtidos foram submetidos a um
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estudo estatistico mediante um teste de andlise de varia-
¢do, e determinou-se o nivel de significacdo estatistica
por meio do teste Student-Newman-Keuls. Em todos os casos,
os resultados foram considerados significativamente dife-
rentes quando p<0, 05.

Os niveis de ALT foram avaliados para predizer o
dano hepatico depois do periodo de preservacdo do enxerto.
Esta determinacdo constituiu-se em uma ferramenta valiosa
para predizer o dano do o6rgdo depois da preservacdo fria.
Ao final da isquemia fria, observaram-se niveis mais altos
de transaminases nos figados esteatésicos do que nos figa-
dos ndo esteatdsicos preservados com solucdes seja de UW ou
de IGL. Isto confirma a pouca tolerédncia apresentada pelos
figados esteatdsicos aos efeitos danosos causados durante a
isquemia fria. Os valores de ALT (U/1l) ao final da isque-
mia fria para enxertos preservados em solugdo UW foram
32,87+2,91 e 152,23%12,21 para figados ndo esteatésicos e
esteatdsicos, respectivamente. Os valores de ALT (U/L) ao
final da isquemia fria para os enxertos preservados em so-
lugdo IGL foram de 21,44+0,62 e 87,47+3,20 para figados néo
esteatdsicos e esteatdsicos, respectivamente.

Observaram-se niveis de transaminase mais altos nos
figados esteatésicos ao final da reperfusio comparados com
aqueles encontrados em figados ndo esteatédsico. Os valores
de ALT (U/L) ao final da reperfusdo para enxertos preserva-
dos em solugcdo de preservacdo UW foram 45,05+3,53 e
159,114+3,01 para figados ndo esteatdsicos e esteatdsicos,
respectivamente. Os valores de ALT (U/1l) ao final da re-
perfusdo para os enxertos preservados em solucdo de preser-
vacdo IGL foram 35,62%2,32 e 121,4141,23 para figados néo
esteatdsicos e esteatdsicos, respectivamente.

A funcionalidade hepdtica foi avaliada medindo-se a

produgdo de bilis e a desobstrug¢do hepatica (%$BSP). A pro-
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ducdo de bilis e %$BSP foram mais baixas nos figados estea-
tbésicos preservados em solugdes seja de UW ou em IGL do que
nos figados n&o esteatdsicos. Os valores da produgdo bili-
ar (pl/g/120 min) ao final da reperfusdc para figados pre-
servados em solugdo UW foram 9,55+0,25 e 1,46%0,18 para fi-
gados ndo esteatdsicos e esteatdsicos, respectivamente. Is
valores de produgdo de bilis (pl/g/120 min) ao final da re-
perfusdo para figados preservados em solucdo IGL foram
14,25+0,63 e 3,44%£0,38 para figados ndo esteatdsicos e es-
teatdsicos, respectivamente. Os valores de % BSP em bilis
ao final da reperfuséo para figados preservados em solucédo
UW foram 6,13+1,13 e 4,7040,65 para figados ndo esteatdsi-
cos e esteatdsicos, respectivamente. Os valores de % BSP
em bilis ao final da reperfusdo para figados preservados na
solugdo IGL foram 8,04+0,61 e 7,34%0,58 para figados néo
esteatdsicos e esteatdsicos, respectivamente.

Ao final da reperfusdo observaram-se niveis de ATP
menores em figados esteatdsicos preservados em solugdes se-
ja de UW ou de IGL-1 do que aqueles registrados para figa-
dos ndo esteatdsico. Os valores de ATP (uM/g) ao final da
reperfusdo para figados preservados em solucdo UW foram
0,90£0,02 e 0,61%0,03 para figados ndo esteatdésicos e este-
atésicos, respectivamente. Os valores de ATP (uM/g) ao fi-
nal da reperfusdo para figados preservados em solucdo IGL
foram 1,1940,09 e 0,77+0,06 para figados ndo esteatdsicos e
esteatdsicos, respectivamente.

As Tabelas 3-6 em seguida mostram o efeito da adi-
¢do de tacrolimus (TCR), carvedilol (CVD), e trimetazidina
(TMZ) as solugdes de preservacdo conhecidas, e o efeito da
solugdo de preservagdo do Exemplo 1 (Pl) quando se submete-
ram figados esteatdsico e ndo esteatdsico a periodos de is-
quemia prolongados. Os Valores estdo expressos como per-—

centagem de protecdo contra solugdes de preservagdo UW ou
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IGL-1 de parémetros de lesdo e funcionalidade hepética: ALT
ao final de 24 h de isquemia (0 min), ALT ao final de 120
min de reperfus&do (120 min.), producd3o de bilis, % BSP, e
conteudo de ATP ao final da reperfusdo (120 min.).

Tabela 3: Figados ndo esteatdsicos (provenientes de ratos

Zucker Ln) em solugdo de preservacdo UW

UW+ UW+ UW+ [UW+CVD] + UwW+ Pl
CvD TMZ TCR [UW+TMZ ]+ TCR+
[UW+TCR] CVD+
TMZ

ALT (0}7,51 10,10 (17,16 |34,77 74,90 { 82,10
min.)
ALT 11,66 (17,44 | 20,59 | 49,69 76,68 | 85,05
(120
min.)
Bilis 8,24 12,0 14,0 34,24 58,87 | 63,37
$B3SP 9,38 10,69 113,76 | 33,83 50,80 | 63,76
ATP 8,65 |5,28 16,66 | 30,59 54,8 66,37

Tabela 4: Figados esteatdsicos (provenientes de ratos Zuc-—

ker Ob) em solugdo de preservacdo UW

UW+ UW+ UW+ [UW+CVD] + UW+ Pl
CvD ™Z TCR [UW+TMZ ] + TCR+
[UW+TCR] CvVD+
T™MZ

ALT (014,44 |18,54 25,77 | 58,75 81,06 | 85,20
min.)
ALT 11,0 110,12 19,55 |40,67 71,33 | 78,53
(120
min,)
Bilis 8,50 |11,40 (17,60 (37,50 81,40 | 91,50
$BSP 11,45 (10,70 | 13,30 | 35,45 56,0 67,50
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ATP 7,26 6,53 16,22 | 30,01 55,20 | 75,0

Tabela 5: Figados ndo esteatésicos (provenientes de ratos

Zucker Ln) em solugdo de preservacao IGL-1

IGL+ IGL+ IGL+ [IGL+CVD]+ | IGL+ P1
CvD T™MZ TCR [IGL+TMZ]+ | TCR+
[IGL+TCR] CVD+
TMZ

ALT (019,42 |7,98 |19,17 |36,57 63,71 | 72,57
min.)
ALT (120}15,97 (17,41 |18,59 51,97 70,52 | 81,11
min.)
Bilis 9,26 |4,50 |14,52 |28,28 43,70 | 49,0
$BSP 8,74 8,37 |10,15 (27,26 41,40 | 49,0
ATP 8,17 |8,41 |16,56 33,14 48,63 | 59,60

5 Tabela 6: Figados esteatdsicos (provenientes de ratos Zuc-

ker Ob) em solucdo de preservacdo IGL-1

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

ALT (019,89 [13,94 (19,24 |43,07 61,75 | 74,27
min.)
ALT (120 |14,62110,75(19,47 | 44,84 63,76 | 72,69
min.)
Bile 9,30 |6,0 15,0 30,30 59,0 72,10
V%BSP 9,73 8,22 9,98 (27,93 49,28 | 62,58
ATP 7,99 2,63 18,15 | 28,77 57,0 65,37

De acordo com os paridmetros de lesdo e funcionali-

dade hepé&tica, os presentes resultados indicam gque a adicéo




10

15

21/21

combinada de tacrolimus, carvedilol e trimetazidina, as so-
lugdes de preservacdo UW ocu IGL-1 (UW+TCR+CVD+TMZ ou IGL-
1+TCR+CVD+TMZ) resultou em um grau de protecdo maior tanto
em figados tanto esteatdsicos quanto ndo esteatdsicos, com-
parados com os resultados obtidos quando se adicionaram ta-
crolimus, carvedilol e trimetazidina, separadamente da so-
lugédo de preservagao UW (ou seja
[UW+TCR]+ [UW+CVD]+[UW+TMZ]) ou IGL-1 (ou seja [IGL+TCR]+][
IGL+CVD]+[ IGL+TMZ]). Além disso, a solucdo de preservacio
Pl proporcionou um grau de proteg¢do maior para os figados
tanto esteatdésicos quanto n&do esteatésico em comparacdo com
os resultados obtidos para UW+TCR+CVD+TMZ e IGL-
1+TCR+CVD+TMZ.

Resumindo, a partir dos resultados expostos nas Ta-
belas 3-6, pode constatar-se que se observa um efeito si-
nérgico para as solug¢des da presente invengdo, o que é es-
pecialmente evidente para a solucdo de preservag¢dao Pl. Es-
te efeito sinérgico é particularmente aperfeicoado em figa-

dos esteatdsicos.
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REIVINDICACOES
1. Solucdo aquosa para a preservacdo de tecidos
e brgéos, compreendendo uma quantidade eficaz de

carvedilol, uma quantidade eficaz de tacrolimus, e uma
quantidade eficaz de trimetazidina.

2. Solucdo, de acordo com a reivindicacdo 1, em
que a concentracdo de carvedilol compreende entre 5 e 10
microM, a concentracdo de tacrolimus compreende entre 5 e
10 microM e a concentracdo de trimetazidina compreende
entre 0,01 e 10 microM.

3. Solucao, de acordo com dgualquer uma das
reivindicacdes 1 ou 2, tendo um pH de 6,5 a 8 e uma
osmolaridade de 290 a 320 milimoles/kg e dque compreende
ainda:

- polietileno glicol com um peso molecular acima
de 15.000 em uma concentracdo de 0,01 a 5 mM,

- rafinose em uma concentracdo de 20 a 40 mM,

MgS0O; em uma concentracdo de 1 a 10 mM,
- H,PO4 em uma concentracdo de 10 a 40 mM,

- ions de potédssio em uma concentracdo de 30 a

50 mM,

- ions de s6dio em uma concentracdo de 110 a
160 mM, e

- 4acido lactobibénico em uma concentracdo de 70 a
140 mM.

4. Solucdo, de acordo com a reivindicacdo 3, em
que o pH é 7,4, a osmolaridade é de 320 milimoles/kg, a
concentracéao de polietileno glicol é 0,03 mM, a
concentracdo de rafinose é 30 mM, a concentracdo de MgSQO; é
de 5 mM, a concentracdo de H;PO,- é 25 mM, a concentracéao
de ions potéssio é de 40 mM, a concentracdo de ions de
so6dio é de 120 mM, a concentracdo de &acido lactobidnico é

de 100 mM, a concentracdo de tacrolimus é de 5 microM, a
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concentracdo do carvedilol é de 10 microM e a concentracéo
de trimetazidina é de 1 microM.

5. Solucdo, de acordo com a reivindicacdo 4,
composta por:

- polietileno glicol com um peso molecular de
cerca de 35000 em uma concentracdao de 0,03 mM,

- rafinose em uma concentracdo de 30 mM,

MgS0O,; em uma concentracdo de 5 mM,

- H,PO4 em uma concentracdo de 25 mM,

- ions de potédssio na concentracdo de 40 mM,

- ions de s6dio em uma concentracdo de 120 mM,

- acido lactobidénico em uma concentracdo de
100 mM,

- tacrolimus em uma concentracdo de 5 microM,

- carvedilol em uma concentracdo de 10 microM, e

- trimetazidina em uma concentracdo de 1 microM.

6. Solucédo, de acordo com a reivindicacdo 5, dque
compreende ainda a dexametasona em uma concentracgdo de
16 g/1 e penicilina em uma concentracdo de 200.000 U/1.

7. Uso da solucdo tal como definido em qualquer
uma das reivindicacdes 1 a 6 para a preservacdo de um
tecido ou oérgéo.

8. Uso, de acordo com a reivindicacdo 7, em que ©
brgdo é um o6rgdo abdominal.

9. Uso, de acordo com a reivindicacdo 8, em que o
6rgdo abdominal é um 6rgdo marginal.

10. Método para preservar tecidos e o6rgdos due
compreende a manutencdo desses tecidos ou 6rgdos na solucédo
de preservacdo aquosa, tal como definido em qualquer uma
das reivindicacbes 1 a 6 em uma temperatura compreendida

entre 2 a 10 °C.
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RESUMO
SOLUCAO AQUOSA PARA A PRESERVACAO DE TECIDOS E ORGAOS

Proporciona-se uma solucdo aquosa aperfei-

coada para a preservacdo de tecidos e 6rgdos que compreende

5 carvedilol, tacrolimus, e trimetazidina. Observa-se um
efeito sinérgico para esta solucdo de preservacdo dJue é
particularmente efetivo em 6rgdos marginais, tais como fi-

gados esteatdsicos.
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