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SOLUCAO AQUOSA PARA A PRESERVACAO DE TECIDOS E ORGAOS
[001] Refere-se a presente invencdo a uma solucédo
aquosa para preservar tecidos e 6rgdos, ao seu uso, com
particularidade para preservar 6rgdos marginais e a um mé-
todo para preservar tecidos e 6rgéos.

TECNICA ANTERIOR

[002] O transplante de oérgdos é o tratamento de
escolha para pacientes que padecem de enfermidades crdénicas
em fase terminal. Apesar dos avancos no aperfeicoamento
das técnicas de transplante, a lesdo que sofre o inserto
durante o periodo de isquemia a subseqgiiente reperfusdo con-
tinua sendo um problema ndo solucionado na pratica clinica.

[003] Depois da remocdo a partir de um doador e
antes do transplante de enxerto em um receptor, of(s) or-
gdo(s) e tecidos sdo submetidos a um periodo inerente de
isquemia. Desta forma, as solug¢des liquidas usadas para
preservar os O6rgdos e tecidos tém de cumprir uma série de
requisitos: remocdo do sangue do doador, conseguir um res-
friamento rdpido do 6rgdo, e assegurar uma prevencdo e pro-
tecdo efetiva contra as lesdes causadas pela isquemia.

[004] A preservacdo hipotérmica estdtica é um mé-
todo efetivo para a preservacdo dos oérgdos durante curtos
periodos de isquemia. Entretanto, periodos prolongados de
isquemia estdo associados com o ndo funcionamento primario

do enxerto no transplante hepatico, e com disfung¢do do en-
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xerto no transplante renal. Adicionalmente a necessidade
de ampliar o periodo de isquemia, a escassez de doadores e
o0 subseqgliente aumento das listas de espera no transplante
de 6rgdos derivou para a aceitacdo de 6rgdos marginais, os
quails apresentam pouca tolerdncia face & lesdo ocasionada
por uma isquemia prolongada. No caso do transplante de fi-
gado, a utilizacdo de 6rgdos marginais tais como enxertos
esteatdsicos estd associada com um risco aumentado de um
ndo funcionamento primdrio ou disfuncdo do enxerto depois
do transplante, comparado com o0s ndo esteatdsicos. Além
disso, alguns figados esteatdsicos s&do considerados néo
adequados para o transplante, acentuando ainda mais a falta
de 6rgdos para o transplante. E amplamente conhecido que a
maioria das lesdes apresentadas por um o6rgdo marginal du-
rante o transplante estd relacionada com o periodo de pre-
servacdo hipotérmica. Estas observacgdes indicam que a pre-
servacdo do 6rgdo deve ser otimizada. Portanto, o objetivo
principal na preservacdo de o6rgdos é procurar prolongar a
tolerdncia do 6rgdo a isquemia.

[005] Existe evidéncia que indica que a composi-
cdo das solucdes de preservacdo é um fator da maior impor-
tdncia para a qualidade dos érgdos conservados durante pe-
riodos de isquemia prolongados. A solugdo de preservacgéo,
University of Wisconsin (UW), é considerada como a solugéo

padrdo para a preservagdo hepatica, ja& que ha resultado
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efetivo para reduzir o dano ocasionado pela isquemia fria e
prolongou os limites dos tempos de armazenamento. Esta so-
lucdo de preservacdo contém diferentes componentes encami-
nhados para melhorar a preservacdo do 6rgdo, incluindo o
coléide hidroxiletilamido, para prevenir o edema celular, a
adenosina como uma fonte de ATP durante a reperfusdo, o
alopurinol e a glutationa com efeitos antioxidantes, e
agentes impermedveis a membrana celular, tais como o &acido
lactobidnico e a rafinose. Entretanto, esta solucdo de
preservacdo, UW, apresenta limitacdes relacionadas com a
eficacia, uma vez gque se observaram lesdes irreversiveis
nos o&érgdos submetidos a transplante guando se prolonga o
periodo de isquemia fria (16 h-24 h).

[006] O tacrolimus (TCR) é um composto macrdlido
com efetiva atividade imunossupressora, atividade antimi-
crobiana e outras atividades farmacoldgicas e é de valor
para a prevencdo de reacdes de rejeicdo no transplante de
6rgédos e tecidos, bem como para desordens de origem auto-
imune e infecciosa. E conhecido que a sua adicdo as solu-
¢des de preservacdo pode proteger contra a lesdo ocasionada
por reperfusdo. Na literatura descreveu-se uma solugdo de
preservagdo UW que contém tacrolimus (K. G. Rajesh et al.,
"Mitochondrial Permeability transition-pore inhibition
enhances functional recovery after long-time hypothermic

heart preservation", Transplantation, 2003, wvol. 76 (9),
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pp. 1314-20). A sua acdo na preservacdo foil testada em co-
racdes. Nao obstante, concluiu-se que o tacrolimus ndo ti-
nha nenhum efeito na preservacéo.

[007] O carvedilol (CVD) é um agente bloqueador
B-adrenérgico ndo seletivo e lipofilico com efeitos vasodi-
latores exercidos principalmente através do bloqueio sele-
tivo do receptor ol e com um potente efeito antioxidante.
A capacidade do carvedilol inibir a peroxidacdo de lipideos
¢ muito maior do que aquela obtida com outros blogqueadores
B-adrenérgicos testados, o que pode explicar os seus efei-
tos de protecédo superiores em modelos de isque-
mia/reperfusio. Muito embora a adicdo de antioxidantes,
tais como carvedilol, as solucgdes de preservacdo fosse su-
gerida na literatura (cf. B. Yard et al., “Prevention of
cold-preservation injury of cultured endothelial cells by

catecholamines andrelated compounds", American Journal of

transplantation, 2004, vol. 4, pp. 22-30), ndo se descreveu

nenhuma solucdo de preservacdo especifica que compreenda
carvedilol.

[008] Um trabalho recente indica que a adicédo de
trimetazidina (TMZ) a solucdo de preservacdo UW melhorou a
capacidade desta solucdo de preservacdo padrdo proteger os
dois, figados nédo esteatdésicos e, especialmente, figados
esteatdsicos submetidos a periodos de isquemia prolongados

(cf. I. Ben Mosbah et al. "Trimetazidine: Is it a promising
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drug for use 1in esteatdésico grafts?", World J Gastroente-

rol, 2006, vol. 12(6), pp. 908-914).

[009] N&do obstante, algumas das propriedades da
solucdo UW, como o sdo a alta concentracdo de potéssio (re-
querida para lavar o 6rgdo antes da reperfusdo do enxerto
no receptor) e a presenca de hidroxietil amido (HES) como
suporte oncdético (que poderia ser responsavel pela agrega-
cdo dos gldébulos vermelhos) ndo favorece a preservacdo do
6rgdo. Estudos recentes demonstraram que os dois tipos de
enxertos de figado (enxertos esteatdsicos e ndo esteatdsi-
cos) s&o mais bem preservados em uma solucdo de preservacédo
modificada a partir da UW (chamada IGL-1), que se caracte-
riza pela inversdo nas concentracgdes de K* e Na' e na subs-
tituicdo do HES por polietilenoglicol (PEG) na solucdo UW
original (cf. I. Ben Mosbah et al., “Preservation of estea-

tésico figados in IGL-1 solution", Liver Transpl, 2006,

vol. 12 (8), pp. 1215-23). Por outro lado, apesar dos
aperfeicoamentos oferecidos pela solucdo IGL-1, os efeitos
prejudiciais ocasionados pela isquemia-reperfusdo (I/R)
permanecem sem resolver.

[0010] Permanece ainda uma necessidade de encon-
trar solugdes de preservacdo que permitam prolongar a tole-
rancia do 6rgdo a isquemia e reduzir ao minimo o risco ine-
rente que sofrem os 6rgdos marginais submetidos ao trans-

plante.
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SUMARIO DA INVENCAO

[0011] Muito embora se conhecam ou fossem sugeri-
das no estado da técnica solucdes de preservacdo gque contém
tacrolimus, carvedilol, ou trimetazidina, nunca foi sugeri-
da uma solucdo aquosa para a preservacdo de 6rgdos e teci-
dos que compreenda uma combinacdo dos trés principios ati-
vos farmacéuticos. Surpreendentemente, os inventores des-
cobriram uma solucdo de preservacdo que contém uma combina-
cdo de tacrolimus, carvedilol, e trimetazidina aperfeicoa
de forma sinérgica a capacidade de preservacdo dos &érgédos e
tecidos submetidos a um periodo de isquemia prolongado.
Particularmente, este efeito sinérgico é especialmente evi-
dente em 6rgdos marginais, tais como figados esteatdsicos,
que torna a solucdo especialmente vantajosa uma vez que me-
lhoraria as condig¢des iniciais dos 6érgdos marginais que es-
tdo disponiveis para transplante, mas com deficientes re-
sultados pdbs-operatdrios, e poderia aumentar também o uso
de o6rgdos que atualmente sdo descartados para transplante
e, portanto, aumentar a quantidade de o6érgdos disponiveis
para serem transplantados.

[0012] Desta forma, um aspecto da presente inven-
cdo refere-se a uma solugcdo de preservagao agquosa para a
preservacgdo de tecidos e 6rgdos que compreende uma quanti-
dade efetiva de carvedilol, uma quantidade efetiva de ta-

crolimus, e uma gquantidade efetiva de trimetazidina.
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[0013] A solucdo de preservacdo aquosa da presen-—
te invencdo permite manter tecidos ou érgdos durante um pe-
riodo de tempo maior do que se consegue com outras solucdes
de preservacdo conhecidas. Outra vantagem da solucdo de
preservacdo da invencdo é que ela permite prolongar o tempo
em que um tecido ou um 6rgdo funcionam apropriadamente e em
que é Util para transplante em comparagdo com O que se al-
cancaria com outras solugdes de preservacdo.

[0014] Um segundo aspecto desta invencdo refere-
se ao uso da solucdo aquosa da presente invencdo para pre-
servar tecidos ou 6rgédos. A solucdo pode ser aplicada a
tecidos ou o6rgdos de mamiferos, incluindo seres humanos.
Exemplos dos ditos tecidos compreendem veias e artérias.

[0015] Também forma parte desta invencdo um méto-
do para preservar tecidos e 6rgdos que compreende manter os
ditos tecidos ou 6rgdos na solucdo aquosa da presente in-
vencdo sob uma temperatura compreendida entre 2-10°C. Ao
mergulhar-se um tecido ou um &érgdo na solucdo de preserva-
cdo aquosa da presente invencdo, previne-se a lesdo por re-
perfusdo associada com a implantacdo do tecido ou érgdo e a
rejeicdo do transplante.

[0016] Da maneira que é usada neste caso, a frase
“uma concentracdo efetiva de" um ingrediente ativo é a
quantidade do ingrediente ativo que é de utilidade para a

preservacgdo de tecidos ou drgédos.
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[0017] Qualquer valor em uma faixa dada neste ca-
so pode estender-se ou ser alterado sem perder os efeitos
procurados, tal como serad evidente para a pessoa versada na
técnica. Assim, as faixas dadas, tais como concentracdes,
e assemelhadas, deverdo ser considerados aproximados, a néo
ser que estabelecido em contrario.

[0018] Por todas a descricdo e nas reivindicacdes
a palavra “compreende” e suas variantes ndo pretendem ex-
cluir outras caracteristicas técnicas, aditivos, componen-
tes ou etapas.

DESCRICAO BREVE DOS DESENHOS

[0019] As figuras (1-10) dilustram o efeito da
adicdo de tacrolimus (TCR), carvedilol (CVD), e trimetazi-
dina (TMZ) a algumas solucgdes de preservacdo, e os efeitos
da solucdo de preservacdo do Exemplo 1 (Pl) guando figados
esteatdsicos (S) e ndo-esteatdsicos (NS) foram submetidos a
um periodo de isquemia prolongado. Nas Figuras, %P signi-
fica percentagem de protecéo.

[0020] A Figura 1 ilustra a percentagem de prote-
cdo contra a solugdo de preservacdo UW quando os valores
ALT foram avaliados no final do periodo de isquemia (O
min) .

[0021] A Figura 2 ilustra a percentagem de prote-
cdo contra a solugdo de preservacdo UW quando os valores

ALT foram avaliados no final da reperfusdo (120 min.).
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[0022] A Figura 3 ilustra a percentagem de prote-
cdo contra a solucdo de preservacdo UW quando a producdo de
bilis foi avaliada ao final da reperfusdo (120 min.).

[0023] A Figura 4 ilustra a percentagem de prote-
cdo contra a solucdo de preservacdo UW quando se avaliou a
% de desobstrucdo hepatica de BSP na bilis durante a reper-
fusédo.

[0024] A Figura 5 ilustra a percentagem de prote-
cdo contra a solucdo de preservacdo UW gquando os niveis de
ATP foram avaliados ao final da reperfusdo (120 min.).

[0025] A Figura 6 ilustra a percentagem de prote-
cdo contra a solucdo de preservacdo IGL-1 quando os valores
de ALT foram avaliados ao final do periodo de isquemia (0
min.) .

[0026] A Figura 7 ilustra a percentagem de prote-
cdo contra a solucdo de preservacdo IGL-1 guando os valores
de ALT foram avaliados ao final da reperfusédo (120 min.).

[0027] A Figura 8 ilustra a percentagem de prote-
cdo contra a solucdo de preservacdo IGL-1 quando a producédo
de bilis foi avaliada ao final da reperfusédo (120 min.).

[0028] A Figura 9 ilustra a percentagem de prote-
cdo contra a solucdo de preservacdo IGL-1 gquando a % de de-
sobstrugdo hepatica de BSP em bilis foi avaliada durante a

reperfusdo.

[0029] A Figura 10 ilustra a percentagem de pro-
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tecdo contra a solucdo de preservacdo IGL-1 quando os ni-
veis de ATP foram avaliados ao final da reperfusdo (120
min.) .

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[0030] A solucdo aquosa da presente invencdo pode
ser aplicada a tecidos ou 6rgdos na ocasido da remocgdo do
doador, e durante o seu armazenamento, transporte e eventu-
al implante dentro do receptor. Ela pode ser usada para
periodos curtos de isquemia e principalmente para periodos
de isquemia prolongados.

[0031] Em uma concretizacdo preferida da solucéo
aquosa da presente invencdo, a concentracdo de carvedilol
varia de 5 até 10 microM, a concentracdo de tacrolimus va-
ria de 5 até 10 microM, e a concentracdo de trimetazidina
varia de 0,01 microM até 10 microM.

[0032] A fim de evitar a formacdo de edema de te-
cido e celular, a solugdo aquosa da presente invencdo com-—
preende polietileno glicol (PEG) que tem um peso molecular
acima de 15.000, o gue permite assegurar a pressdo oncdti-
ca. Preferentemente, o PEG usado é um PEG de um peso mole-
cular de 35.000. Ainda com maior preferéncia, o PEG é um
PEG purificado ndo linear, o que quer dizer um PEG sinteti-
zado partir de moléculas PEG de baixo peso molecular.

[0033] Consequentemente, em outra concretizacédo

preferida, a solug¢do aquosa da presente invencdo tem um pH
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que varia de 6,5 a 8 e uma osmolaridade de 290 a 320 mili-
mols/kg, e compreende ainda PEG dotado de um peso molecular
superior a 15.000 em uma concentracdo de 0,01 até 5 mM, ra-
finose em uma concentracdo de 20 até 40 mM, MgSOs em uma
concentracdo de 1 até 10 mM, H;POs~ em uma concentracdo de
10 até 40 mM, ions de potadssio em uma concentracdo de 30
até 50 mM, ions de sédio em uma concentracdo de 110 até 160
mM, e acido lactobidnico em uma concentracdo de 70 até 140
mM.

[0034] Em outra concretizacdo de maior preferén-
cia, a solucdo aquosa da presente invencdo tem um pH de
7,4, uma osmolaridade de 320 milimols/kg, e uma concentra-
cdo de PEG tendo um peso molecular superior a 15.000 de
0,03 mM, a concentracdo de rafinose é& 30 mM, a concentracédo
de MgSOs é¢ 5 mM, a concentracgdo de H2PO4~ é 25 mM, a concen-
tracdo de ions de potéassio é 40 mM, a concentracdo de ions
de sédio é 120 mM, a concentracdo de ad lactobidnico é 100
mM, a concentracdo de tacrolimus é 5 microM, a concentracédo
de carvedilol é 10 microM, e a concentracdo de trimetazidi-
na € 1 microM. Preferentemente, o PEG tem um peso molecu-
lar de aproximadamente 35000.

[0035] E amplamente conhecido que a principal
causa da n&do aceitacdo de o6rgdos para ser transplantados é
a esteatdése. As concretizagdes preferidas mencionadas an-

teriormente de uma solug¢do de preservacdo da invencgdo per-
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mite aumentar a tolerdncia dos figados esteatdsicos a leséao
ocasionada por isquemia-reperfusdo associada com o trans-
plante de figado. Este fato permite melhorar a funcionali-
dade pds-transplante do enxerto esteatdsico, e aumentar a
disponibilidade de 6rgdos aptos para o transplante.

[0036] Uma solucdo aquosa particularmente prefe-
rida da presente invencdo consiste dos seguintes componen-
tes:

- 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,

- MgSOs em uma concentracdo de 5 mM,

- H2POs~ em uma concentracdo de 25 mM,

- ions de potédssio em uma concentracdo de 40 mM,

- ions de sbédio em uma concentracdo de 120 mM,

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

[0037] Ainda com maior preferéncia esta solucéo
de preservacdo compreende, além disso, dexametasona em uma
concentracdo de 16 g/l1, e penicilina em uma concentracdo de
200.000 U/1.

[0038] Estas duas concretizacdes preferidas de
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uma solucdo de preservagdo da invencdo ndo contém alguns
farmacos, tais como GSH, HES, insulina, alopurinol, e ade-
nosina, que s&o incluidos em outras solucdes de preservacao
j& conhecidas (tais como as solucgdes de preservacdo UW e/ou
IGL-1) e que demonstraram ser ineficazes ou mesmo ter efei-
tos prejudiciais no 6rgdo preservado. Uma sinergia parti-
cularmente relevante foi observada para estas solucgdes de
preservacdo preferidas pelo fato de que elas conferem pro-
tecdo para os figados tanto esteatdésico quando ndo esteatd-
sico em comparacdo com os resultados obtidos para outras
solucdes de preservacéao.

[0039] Tal como se mencionou anteriormente, um
aspecto adicional da presente invencdo refere-se ao uso de
uma solucdo aquosa tal como descrita e reivindicada neste
contexto para preservar tecidos ou 6érgéos. Em uma concre-
tizacdo preferida, o 6érgdo é um dérgdo abdominal, tal como
figado, rim e péncreas. Preferentemente, o 6rgdo abdominal
é um 6rgdo marginal, e ainda com maior preferéncia é& um fi-
gado esteatdsico.

[0040] A solucdo de preservacdo de acordo com a
presente invencdo aplica-se a preservacdo hipotérmica esta-
tica e é usada sob uma temperatura situada entre 2 e 10°C,
preferentemente entre 3 e 5°C, e ainda com maior preferén-
cia a 4°cC.

[0041] Além disso, a presente invencdo abrange
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todas as combinacgdes possiveis de grupos particulares e
preferidos descritos anteriormente.

[0042] Objetivos, vantagens e aspectos adicionais
da invencdo tornar-se-do evidentes para aqueles versados na
técnica em parte a partir da descricdo e em parte a partir
da pratica da invencéo. Os exemplos seguintes e desenhos
sdo proporcionados a titulo de ilustracdo e ndo pretendem
ser limitativos da presente invencéo.

EXEMPLOS

EXEMPLO 1: Preparacdo de uma solucdo de preservacdo aquosa

[0043] Uma solucdo agquosa, cuja composicdo estéa
ilustrada na Tabela 1, foi preparada de acordo com O pPro-

cesso exposto adiante.

Tabela 1:
Concentragédo (mM)

Acido lactobibénico 100
H2PO4~ 25
MgSQOy 5
Rafinose 30
PEG 35000 0,03
fons de potéassio 40
fons de sédio 120
Tacrolimus 5 x 1073
Carvedilol 10 x 1073
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Trimetazidina 1 x 103

Etapa 1:

[0044] A uma solucdo que continha 1 g de polieti-
leno glicol dialisado (PEG 35.000), adicionaram-se 4,11 mg
de tacrolimus (TCR) e submeteu-se a agitacdo para formar
uma primeira solucéo.

Etapa 2:

[0045] Adicionaram-se 35,83 g de acido lactobid-
nico a um receptaculo de um litro que continha 800 ml de
dgua (destilada e deionizada) sob temperatura ambiente e
submeteu-se a agitacdo até ser dissolvido. Entdo, adicio-
naram-se 0,60 g de MgSOz, 22,5 ml de 5N NaOH, 6 ml de 5N
KOH, 3,4 g de KHyPO4, e 17,83 g de rafinose para formar uma
segunda solucao. Subseqlientemente adicionaram-se a esta
segunda solucdo 1 ml de uma solucdo que continha TMZ a
partir de uma solucdo de estoque (solucdo de estoque: 2,66
mg de TMZ dissolvido em 10 ml de &gua) e 10 ml de CVD a
partir de uma solucdo de estoque (solucdo de estoque: 6,5
mg de carvedilol em 8 ml de &cido tartédrico e 8 ml de
agua) .

[0046] A solucdo preparada na etapa 1 foi mistu-
rada com a solugdo preparada na etapa 2, e entdo se adicio-
nou 5 N NaOH conforme necessario para ajustar o pH para 7,4
+ 0,1.

[0047] Finalmente, adicionou-se 4&agua ao recepta-



16/28

culo para trazer o volume para 1 litro, e entdo a solugdo
foi filtrada, e esterilizada. Obteve-se uma solucdo dotada
de uma osmolaridade de 320 + 10 mOsm/l. Antes do uso, adi-
cionaram-se dexametasona (16 g/l) e penicilina (200.000
Uu/l).

EXEMPLO 2

[0048] Neste exemplo, comparou-se o efeito da so-
lugcdo aquosa da presente invencdo sobre o figado em relacédo
ao efeito obtido quando se usaram solugdes de preservacao
UW e IGL-1.

[0049] Avaliaram-se a lesdo e funcionalidade he-
patica pela medicdo das transaminases, producdo de bilis,
desobstrucédo hepatica (%$BSP) e teor de ATP.

[0050] Para realizar o estudo, utilizaram-se ra-
tos Zucker homozigotos (obesos, Ob) e heterozigotos (ma-
gros, Ln), com idade entre 16-18 semanas, procedentes de
Iffa-Credo (L Abresle, France). Utilizou-se um modelo de
figado perfundido isolado para avaliar a lesdo e funciona-
lidade, sem a influéncia de outros érgdos, de constituintes
plasméticos e efeitos neuronais/hormonais. Neste modelo
experimental preserva-se a arquitetura hepdtica, micro cir-
culacdo e producédo de bilis. Este modelo experimental usa-
do foi considerado na literatura como apropriado para tes-
tar a eficiéncia de diferentes solugdes de preservagdo para

transplante. Todos os procedimentos foram realizados sob a
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influéncia de anestesia inalatéria de isoflurano. O estudo
respeitou as regulamentacdes da Unido Européia sobre a rea-
lizacdo de experiéncias em animais (Directiva 86/609/CEE) .

OBTENCAO DO FIGADO E GRUPOS EXPERIMENTAIS

[0051] A técnica cirtrgica foi realizada tal como
descrita em estudos anteriores (I. Ben Mosbah, et al. “Pre-

servation of esteatdésico figados in IGL-1 solution", Liver

Transpl 2006, vol. 12 (8), pp. 1215-23, and I. Ben Mosbah
et al. “Addition of adenosine monophosphate-activated pro-
tein kinase activators to University of Wisconsin solution:
a way of protecting rat esteatdésico figados", Liver
Transpl., 2007, vol. 13(3), pp. 410-25). Depois de canula-
cdo do conduto biliar comum, isolou-se a veia porta e liga-
ram-se as ramificacdes esplénica e pildrica. Todos os ani-
mais foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos
experimentais tais como descritos adiante.

Solucbes de preservagdo e grupos experimentais

[0052] A composicdo das solucdes de preservacéo
UW, IGL-1 e Pl estéd ilustrada na Tabela 2, sendo Pl uma so-

lucdo de preservacdo de acordo com a presente invencédo.

Tabela 2:

Componentes Propriedades Uw IGL-1 Pl
Na* (mmol) Cation 30 100 120
K* (mmol) Cation 100 30 40
Mg2* (mmol) Cation 5 5 5
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Sulfato (mmol) Tampdo 5 5 5
Fosfato (mmol) Tampdo 25 25 25
Acido lactobidénico | Tampao 100 100 100
(mmol)
Rafinose (mmol) Aclcar 30 30 30
HES (g/1) Coldide 50 - -
PEG (g/1) Coldide - 1 1
Fonte energé-
Adenosina (mmol) 5 5
tica -
Allopurinol (mmol) |Antioxidante 1 1 -
GSH (mmol) Antioxidante 3 3 -
Trimetazidina Protetor Mito-| - - 1
(pmol) condrial
Carvedilol (umol) Antioxidante - - 10
Anti-
Tacrolimus (umol) 5
inflamatdério - -
Protetor Mito-
Insulina (U/1) 40 40
condrial -
Protetor de
Dexametasona (g/l) 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
In e 8 Ob) foram preservados durante 24 h a 4°C na solucéo
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UW.

2) UW+CVD: Figados provenientes de 16 ratos Zuc-
ker (8 Ln e 8 Ob) foram preservados durante 24 h a 4°C em
solucdo UW contendo 10 pM of carvedilol.

3) UW+TMZ: Figados provenientes de 16 Ratos Zuc-
ker (8 Ln e 8 0Ob) foram preservados durante 24 h a 4°C em
solucdo UW contendo 1uM de trimetazidina.

4) UW+TCR: Figados provenientes de 16 Ratos Zuc-
ker (8 Ln e 8 Ob) foram preservados durante 24 h a 4°C em
UW solucdo que continha 5 uM de tacrolimus.

5) UW+CVD+TMZ+TCR: Figados provenientes de 16 Ra-
tos Zucker (8 Ln e 8 0b) foram preservados durante 24 h a
4°C em solugcdo UW que continha 10 uM de carvedilol, 1uM de
trimetazidina, e 5 pM de tacrolimus.

[0053] Os resultados obtidos nos grupos 1-5 foram
comparados com aqueles obtidos quando figados provenientes
de 16 Ratos Zucker (8 Ln e 8 0Ob) foram preservados durante
24 h a 4°C em Pl solucdo de preservacéo.

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 solution.

2) IGL+CVD: Figados provenientes de 16 Ratos Zuc-
ker (8 Ln e 8 Ob) foram preservados durante 24 h a 4°C em

solucdo IGL-1 que continha 10 pM de carvedilol.
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3) IGL+TMZ: Figados provenientes de 16 Ratos Zuc-
ker (8 Ln e 80b) foram preservados durante 24 h a 4°C em
solugcdo IGL-1 que continha 1uM of trimetazidina.

4) IGL+TCR: Figados provenientes de 16 Ratos Zuc-
ker (8 Ln e 8 0Ob) foram preservados durante 24 h a 4°C em
solucdo IGL-1 que continha 5 pM 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 solucdo IGL-1 que continha 10 pM de carvedilol, 1uM
de trimetazidina, e 5 pM de tacrolimus.

[0054] Os resultados obtidos nos grupos 1 a 5 fo-
ram comparados com aqueles obtidos quando figados proveni-
entes de 16 Ratos Zucker (8 Ln e 8 Ob) foram preservados
durante 24 h a 4°C em solucdo de preservacgdo Pl.

PROCEDIMENTO

[0055] Depois de 24 h de preservacédo fria do en-
Xxerto, mediram-se o0s niveis de alanina aminotransferase
acumulada (ALT) depois de isquemia prolongada. Além disso,
depois de 24 h de preservacédo fria do enxerto, e com a fi-
nalidade de imitar o periodo isquémico quente sofrido pelo
enxerto durante o implante cirtrgico no receptor, expuse-
ram-se os figados a 22°C durante 30 min. Os figados foram
entdo conectados por meio da velia porta a um sistema de
perfusdo circulatdéria e foram perfundidos durante 120 min a

37°C. Durante os primeiros 15 min de perfusédo, o fluxo foi
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aumentado progressivamente a fim de estabilizar a presséao
portal em 12 mm Hg (Pression Monitor BP-1, Instruments,
Inc, Sarasota, FL, USA). O fluxo foil controlado utilizando-
se uma bomba peristédltica (Minipuls 3, Gilson, France). 0
liquido de perfusédo consistiu de um meio de cultura de cé-
lulas (William’s medium E, Bio Whitaker, Spain) com a solu-
¢do Krebs-Heinseleit- albumina. O liquido de perfusdo foi
oxigenado com uma mistura de gases 95% 02 e 5% CO> e a tem-
peratura do liquido de perfusdo foi mantida a 37°C. No fi-
nal da reperfusdo normotérmica (120 min) coletaram-se ali-
quotas de liquido de perfusdo para se avaliar a ALT. Tam-
bém se avaliou a producdo de bilis e a desobstrucdo hepati-
ca (%BSP) em amostras de bilis e o contetdo de ATP em amos-
tras de figado.

DETERMINACOES BIOQUIMICAS

[0056] Ensaio de transaminases. Como pardmetro de

lesd@o hepética, avaliaram-se as transaminases de acordo com
as instrucgdes proporcionadas por kits comerciais provenien-—
tes de Boehringer Mannheim (Munich, Germany) .

[0057] Produgcdo de Bilis. A producdo de bilis foi

avaliadas como um pardmetro da funcdo hepéadtica. A bilis foi
coletada através do conduto de bilis e a producdo de bilis
foi estimada pela medigdo do volume de bilis obtido depois
de 120 min de perfusdo e reportado como pl/g figado.

[0058] Desobstrucdo hepdtica de BSP. Da mesma
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forma que com a produgcdo de bilis, a desobstrucdo hepatica
de BSP é considerada como outro parémetro confidvel da fun-
cdo Hepéatica. Adicionaram-se 10 mg de BSP (bromossulfofta-
leina) ao ligquido de perfusdo trinta minutos depois da per-
fusdo de partida. A concentracdo de BSP nas amostras de bi-
lis foi determinada por medicdo da absorvéncia sob 580 nm.
A desobstrucdo hepatica de BSP foi expressa como % de BSP.
[0059] ATP. Homogeneizaram-se amostras de figado
em uma solucdo gque continha &cido percldérico, e os niveis
de ATP foram medidos por cromatografia liquida de alta re-

solucédo.

Estudo Estatistico

[0060] Os dados expressaram-se como valor da mé-
dia * erro padrédo da média. Os dados obtidos foram submeti-
dos a um estudo estatistico mediante um teste de andlise de
variacdo, e determinou-se o nivel de significacdo estatis-
tica por meio do teste Student-Newman-Keuls. Em todos os
casos, o0s resultados foram considerados significativamente
diferentes quando p<0,05.

[0061] Os niveis de ALT foram avaliados para pre-
dizer o dano hepatico depois do periodo de preservacdo do
enxerto. Esta determinacdo constituiu-se em uma ferramenta
valiosa para predizer o dano do 6érgdo depois da preservagéo
fria. Ao final da isquemia fria, observaram-se niveis mais

altos de transaminases nos figados esteatdésicos do que nos



23/28

figados ndo esteatdsicos preservados com solucgdes seja de
UW ou de IGL. Isto confirma a pouca tolerdncia apresentada
pelos figados esteatdsicos aos efeitos danosos causados du-
rante a isquemia fria. Os valores de ALT (U/l1l) ao final da
isquemia fria para enxertos preservados em solugcdo UW foram
32,87+2,91 e 152,23%2,21 para figados n&o esteatdsicos e
esteatdsicos, respectivamente. Os valores de ALT (U/L) ao
final da isquemia fria para os enxertos preservados em soO-
lucdo IGL foram de 21,44+0,62 e 87,47+3,20 para figados né&o
esteatdsicos e esteatdsicos, respectivamente.

[0062] Observaram-se niveis de transaminase mais
altos nos figados esteatdsicos ao final da reperfusdo com-
parados com adqueles encontrados em figados n&o esteatdsico.
Os valores de ALT (U/L) ao final da reperfusdo para enxer-
tos preservados em solugdo de preservacdo UW foram
45,05£3,53 e 159,1143,01 para figados ndo esteatdsicos e
esteatdsicos, respectivamente. Os valores de ALT (U/1l) ao
final da reperfusdo para os enxertos preservados em solucdo
de preservacdo IGL foram 35,62%2,32 e 121,4141,23 para fi-
gados ndo esteatdsicos e esteatdsicos, respectivamente.

[0063] A funcionalidade hepatica foi avaliada me-
dindo-se a producdo de Dbilis e a desobstrucdo hepética
($BSP) . A produgdo de bilis e $%$BSP foram mais baixas nos
figados esteatdsicos preservados em solugdes seja de UW ou

em IGL do gque nos figados ndo esteatdsicos. Os valores da
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producdo biliar (pl/g/120 min) ao final da reperfusdo para
figados preservados em solugdo UW foram 9,55+0,25 e
1,46+0,18 para figados nédo esteatdsicos e esteatdsicos,
respectivamente. Os valores de producdo de bilis (ul/g/120
min) ao final da reperfusdo para figados preservados em So-
lucdo IGL foram 14,25+40,63 e 3,44%40,38 para figados ndo es-
teatdsicos e esteatdsicos, respectivamente. Os valores de %
BSP em bilis ao final da reperfusdo para figados preserva-
dos em solugdo UW foram 6,13+1,13 e 4,70%0,65 para figados
ndo esteatdsicos e esteatdsicos, respectivamente. Os valo-
res de % BSP em bilis ao final da reperfusdo para figados
preservados na solucdo IGL foram 8,04%0,61 e 7,34+0,58 para
figados né&o esteatdsicos e esteatdsicos, respectivamente.

[0064] Ao final da reperfusdo observaram-se ni-
vels de ATP menores em figados esteatdsicos preservados em
solucgdes seja de UW ou de IGL-1 do que aqueles registrados
para figados 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 esteatdsicos e
esteatdsicos, respectivamente. Os valores de ATP (uM/g) ao
final da reperfusdo para figados preservados em solucdo IGL
foram 1,19£0,09 e 0,774£0,006 para figados ndo esteatdsicos e
esteatdsicos, respectivamente.

[0065] As Tabelas 3-6 em seguida mostram o efeito

da adicdo de tacrolimus (TCR), carvedilol (CVD), e trimeta-
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zidina (TMZ) as solugdes de preservacdo conhecidas, e o

efeito da solucdo de preservacdo do Exemplo 1 (Pl) gquando
se submeteram figados esteatdsico e ndo esteatdsico a peri-
odos de isquemia prolongados. Os Valores estdo expressos
como percentagem de protecdo contra solugdes de preservagdo
UW ou IGL-1 de parémetros de lesdo e funcionalidade hepati-
ALT ao final

ca: ALT ao final de 24 h de isquemia (0 min),

de 120 min de reperfusdo (120 min.), producdo de bilis, %
BSP, e contetdo de ATP ao final da reperfusdo (120 min.).
Tabela 3: Figados nédo esteatdsicos (provenientes de ratos

Zucker Ln) em solucdo de preservacao UW

UW+ UW+ UW+ [UW+CVD] + Uw+ P1
CVD TMZ TCR [UW+TMZ ] + TCR+
[UW+TCR] CVD+
T™MZ
ALT (017,51 10,10 | 17,16 | 34,77 74,90 | 82,10
min.)
ALT (120 (11,66 17,44 20,59 |49,69 76,68 | 85,05
min.)
Bilis 8,24 12,0 14,0 34,24 58,87 | 63,37
$BSP 9,38 10,69 | 13,76 | 33,83 50,80 | 63,76
ATP 8,65 5,28 16,66 | 30,59 54,8 66,37
Tabela 4: Figados esteatdésicos (provenientes de ratos Zuc-
ker Ob) em solucdo de preservacdo UW
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UW+ UW+ UW+ [UWN+CVD] + | UW+ P1
CVD TMZ TCR [UW+TMZ ]+ | TCR+
[UW+TCR] | CVD+
T™MZ
ALT (0| 14,44 |18,54 | 25,77 58,75 81,06 | 85,20
min.)
ALT 11,0 10,12 119,55 40,67 71,33 | 78,53
(120
min.)
Bilis 8,50 11,40 | 17,60 37,50 81,40 | 91,50
$BSP 11,45 10,70 | 13,30 35,45 56,0 67,50
ATP 7,26 6,53 16,22 30,01 55,20 | 75,0
Tabela 5: Figados n&do esteatdsicos (provenientes de ratos

Zucker Ln) em solugdo de preservacdo IGL-1

IGL+ IGL+ IGL+ [IGL+CVD] + | IGL+ P1
CVD TMZ 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
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Tabela 6: Figados esteatdsicos (provenientes de ratos Zuc-

ker Ob) em solucdo de preservacdo IGL-1

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

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

[0066] De acordo com os parametros de lesdo e
funcionalidade hepatica, os presentes resultados indicam
que a adicdo combinada de tacrolimus, carvedilol e trimeta-
zidina, as solucdes de preservacéao UW ou IGL-1
(UW+TCR+CVD+TMZ ou IGL-1+TCR+CVD+TMZ) resultou em um grau
de protecdo maior tanto em figados tanto esteatdsicos quan-
to ndo esteatdsicos, comparados com os resultados obtidos
quando se adicionaram tacrolimus, carvedilol e trimetazidi-
na, separadamente da solucdo de preservacdo 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 preservacédo

Pl proporcionou um grau de protecdo maior para os figados
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tanto esteatdsicos quanto nd&o esteatdsico em comparacdo com
oS resultados obtidos para UW+TCR+CVD+TMZ e IGL-
1+TCR+CVD+TMZ.

[0067] Resumindo, a partir dos resultados expos-
tos nas Tabelas 3-6, pode constatar-se que se observa um
efeito sinérgico para as solugdes da presente invencdo, o
que é especialmente evidente para a solugcdo de preservacgao
Pl. Este efeito sinérgico é particularmente aperfeicoado em

figados esteatdsicos.
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REIVINDICACOES

1. Solucdo aquosa para a preservacdo de tecidos

e Orgdos caracterizada pelo fato de que compreende uma

quantidade eficaz de carvedilol, uma gquantidade eficaz de
tacrolimus, e uma quantidade eficaz de trimetazidina.
2. Solucdo, de acordo com a reivindicacado 1,

caracterizada pelo fato de que a concentracdo de carvedilol

compreende entre 5 e 10 microM, a concentragdo de
tacrolimus compreende entre 5 e 10 microM e a concentracédo
de trimetazidina compreende entre 0,01 e 10 microM.

3. Solucdao, de acordo com qualquer uma das

reivindicacdées 1 e 2, caracterizada pelo fato de que

compreende ainda polietileno glicol tendo um peso molecular
acima de 15.000.
4. Solugcdo, de acordo com gualquer uma das

reivindicacdes 1 a 3, caracterizada pelo fato de que tem um

PH de 6,5 a 8 e uma osmolaridade de 290 a 320 milimoles/kg
e gque 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,

MgSOs em uma concentracdo de 1 a 10 mM,

- H2POs~ em uma concentracdo de 10 a 40 mM,

- ions de potdssio em uma concentracdo de 30 a
50 mM,

- ions de sédio em uma concentracdo de 110 a

160 mM, e

dcido lactobidénico em uma concentracdo de 70 a

140 mM.
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5. Solucgdo, de acordo com a reivindicacdo 4,

caracterizada pelo fato de que o pH é 7,4, a osmolaridade é

de 320 milimoles/kg, a concentracdo de polietileno glicol é
0,03 mM, a concentracdo de rafinose é 30 mM, a concentracéao
de MgSOs é de 5 mM, a concentracdo de HyPOs- ¢ 25 mM, a
concentracdo de ions potéassio é de 40 mM, a concentracdo de
ions de sédio é de 120 mM, a concentracdo de é&cido
lactobidbnico é de 100 mM, a concentracdo de tacrolimus é de
5 microM, a concentracdo do carvedilol é de 10 microM e a
concentracdo de trimetazidina é de 1 microM.

6. Solucdo, de acordo com a reivindicacdo 5,

caracterizada pelo fato de gque consiste em

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

- rafinose em uma concentracdo de 30 mM,

- MgSOs em uma concentracdo de 5 mM,

- H2PO4~ em uma concentracdo de 25 mM,

- ions de potdssio na concentracdo de 40 mM,

- ions de sédio em uma concentracdo de 120 mM,

- 4cido lactobibnico 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.

7. Solucdo, de acordo com a reivindicacdo 6,

caracterizada pelo fato de compreende ainda a dexametasona

em uma concentracdo de 16 g/l, e penicilina em uma

concentracdo de 200.000 U/1.
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8. Solugdo, de acordo com gqualguer uma das

reivindicagcdes 1 a 7, caracterizada pelo fato de que néao

contém GSH, HES, insulina, alopurinol e adenosina.
9. Uso da solug¢ao, conforme definida em qualquer

uma das reivindicacbdes 1 a 8, caracterizada pelo fato de

ser para a preservacdo de um tecido ou 6rgdo.
10. Uso, de acordo com a reivindicacdo 9,

caracterizada pelo fato de que o odérgdo é um Orgédo

abdominal.
11. Uso, de acordo com a reivindicacdo 10,

caracterizada pelo fato de que o érgdo abdominal é um dérgéo

marginal.
12. Uso, de acordo <com a reivindicacdo 11,

caracterizada pelo fato de que o érgdo marginal é um figado

esteatdtico.
13. Método para preservar tecidos e &6rgdos

caracterizado pelo fato de dque compreende a manutencéo

desses tecidos ou 6rgdos na solucdo de preservacgdo aquosa,
conforme definida em qualquer uma das reivindicacgdes 1 a 8,

em uma temperatura compreendida entre 2 e 10 °C.
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