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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para proteger érganos de lesiones por isquemia/reperfusién asociadas con el trasplante

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La invencién se refiere a composiciones y métodos para proteger los pulmones de lesiones asociadas con el
trasplante. Especificamente, la invencién se refiere a un diglucésido de secoisolaricirecinol (SDG), que incluye SDG
natural, SDG sintético (LGM2605), (S,S)-SDG, (R,R)-SDG y mezclas de los mismos, para proteger los pulmones de
lesiones, tales como lesién por isquemia/reperfusién, asociada al trasplante.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] Eltrasplante de pulmén es una opcién quirlrgica establecida e implica que un pulmén con enfermedad crénica
avanzada se reemplaza con un pulmén donado sano, lo que implica un episodio de isquemia asociado con la interrupcion
del flujo sanguineo durante la preservacién y reperfusién del pulmén. La lesién por isquemia-reperfusion (IR) se conoce
clinicamente como disfuncién primaria del injerto (PGD) y es una de las principales causas de malos resultados de la
cirugia de trasplante. Las respuestas de reparacién de lesiones inflamatorias e inmunolégicas parecen ser los mecanismos
que impulsan la lesién por IR o DGP. Parte de la respuesta inflamatoria se manifiesta en forma de reclutamiento de
neutréfilos polimorfonucleares (PMN) de la circulacién del receptor y su adherencia y transmigracién al pulmén
trasplantado (donante). Parece que las sefiales que emanan de la capa endotelial de los vasos pulmonares impulsan el
reclutamiento y la adherencia de los PMN a la pared del vaso, pero no esta claro cémo y cuadndo se inducen estas sefiales.
La isquemia pulmonar (es decir, la parada del flujo en el pulmén) provoca la activacién de una cascada de sefializacién
de células endoteliales que conduce a la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS). Con base en estas
observaciones, se puede concluir con seguridad que la isquemia pulmonar asociada con el almacenamiento provoca la
induccién de restos inflamatorios posiblemente a través de ROS.

[0003] La inflamacién es un proceso complejo regulado por numerosos mediadores proinflamatorios, como los patrones
moleculares asociados al dafio (DAMP) y sus receptores (receptores de reconocimiento de patrones [PRR]). El aumento
del cuadro 1 del grupo de alta movilidad de la proteina DAMP (HMGB1) y el aumento de la expresién de su PRR, receptor
de productos finales de glicacién avanzada (RAGE), son fundamentales en el inicio y la amplificacién de la inflamacién y
se han implicado en numerosas patologias inflamatorias, incluidas IR y endotoxemia. Este eje HMGB 1-RAGE es parte
de una respuesta coordinada que las células utilizan para desencadenar cascadas inflamatorias mediante la activacion
de inflamasomas. Los inflamasomas (complejos proteicos multiméricos formados en respuesta a una infeccién o dafio
tisular) proporcionan una instantanea integrada del estado inflamatorio de un érgano completo. Los inflamasomas son
fundamentales en la amplificacién de la inflamacién porque desencadenan la produccién de citocinas y quimiocinas que,
a su vez, aumentan la expresion de moléculas de adhesidn, provocando una mayor adherencia de PMN y otras células
inmunitarias al endotelio.

[0004] Por consiguiente, existe una necesidad de métodos y composiciones para proteger los pulmones de los donantes
de lesiones asociadas con el trasplante.

[0005] EI documento WO 2008/147563 describe métodos y composiciones para tratar afecciones pulmonares
patolégicas utilizando linaza integral o lignanos de linaza aislados en forma del precursor de lignanos secoisolariciresinol
diglucésido (SDG) directamente de la linaza integral.

[0006] EI documento US 2011/0300247 describe composiciones y métodos para tratar afecciones pulmonares
patolégicas utilizando linaza integral o lignanos de linaza.

[0007] CA 2950744 describe composiciones y métodos para radioproteccidén y quimioprevencién usando (S,S)-SDG,
(R,R)-SDG, (S,R)-SDG, (R,S)-SDG, SDG y moléculas relacionadas.

[0008] Hijiya et al. (J. Heat. Lung Transplant., 2016, 4, S177, DOI: 10.1016/.healun.2016.01.491, XP029507613)
describen el reacondicionamiento de pulmones isquémicos calientes prolongados mediante inhalacién de
broncodilatadores en dosis altas durante la perfusiéon pulmonar ex vivo en un Modelo de trasplante de pulmén canino.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0009] La presente invencién proporciona un método para proteger o preservar un pulmén para trasplante, para preparar
un pulmén para trasplante, para extender la vida de un pulmdén donado antes del trasplante, o para disminuir la
probabilidad de rechazo del injerto de un pulmén donado para trasplante en un paciente humano, comprendiendo el
método administrar al pulmén una composicién que comprende una cantidad eficaz de diglucdsido de secoisolaricirecinol
(SDG), incluyendo SDG natural, SDG sintético (LGM2605), (S,S)-SDG, (R,R)-SDG y mezclas del mismo, en donde la
composicién se administra durante la perfusiéon pulmonar ex vivo (EVLP).

[0010] En una forma de realizacion, el SDG es (S,S)-SDG. En otra forma de realizacién, el SDG es (R,R)-SDG.
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[0011] En una forma de realizacion, el SDG es un SDG sintético (LGM2605).

[0012] En una forma de realizacion, la composicién se administra con un nebulizador.
[0013] En una forma de realizacion, la composicién se administra en forma de aerosol.
[0014] En una forma de realizacion, el SDG se administra como una solucién salina.

[0015] En una forma de realizacion, el SDG se administra en una concentracién en un rango de nanomolar (nM) a
milimolar (mM).

[0016] En una forma de realizacion, el pulmdn es un pulmén humano.

[0017] La presente invencidén también proporciona un método para disminuir la probabilidad de disfuncién primaria del
injerto (PGD) asociada con el trasplante de pulmén en un paciente humano, o para disminuir la probabilidad de
complicaciones del trasplante de pulmén en un paciente humano, comprendiendo el método administrar ex vivo al pulmén
antes de ser trasplantado una composicién que comprende una cantidad eficaz de diglucdsido de secoisolaricirecinol
(SDG), incluyendo SDG natural, SDG sintético (LGM2605), (S,S)-SDG, (R,R)-SDG y mezclas de los mismos.

[0018] En una forma de realizacion, la complicacién es la bronquiolitis obliterante.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0019] La invencién se entendera mejor a partir de la lectura de la siguiente descripcidén detallada tomada junto con los
dibujos:

Figura 1: Sistema modelo de perfusién pulmonar ex vivo (EVLP) (A) en pulmones de donantes humanos (B).

Figura 2: LGM2605 administrado mediante nebulizador a pulmones de donantes humanos en un sistema EVLP
se puede detectar en BALF, perfusidn y tejido pulmonar mediante CL/EM/EM durante varias horas.

Figura 3: Mediciones hemodinamicas en pulmones humanos EVLP. LGM2605 administrado mediante
nebulizador a pulmones de donantes humanos en un sistema EVLP mejora la oxigenacién (relaciéon P/F) (Figura
3A), la distensibilidad estatica (Figura 3B) y la distensibilidad dinamica (Figura 3C).

Figura 4: Mediciones hemodinamicas en pulmones humanos EVLP utilizando LGM2605 (SDG) en aerosol:
disefio del estudio.

Figura 5: El nivel de expresidn génica de la enzima HO-1 de respuesta al estrés regulada por NRF2 disminuye
en tejidos de pulmén humano (EVLP) tratados con LGM2605 en aerosol. El tiempo "0" es el momento de la
administracién en aerosol de LGM2605.

Figura 6: Los niveles de expresién génica de las enzimas antioxidantes reguladas por NRF2 NQO1 y GSTMA1
aumentan en tejidos de pulmén humano (EVLP) tratados con LGM2605. El tiempo "0" es el momento de la
administracién en aerosol de SDG.

Figura 7: Los niveles de expresion génica de las citoquinas proinflamatorias IL1-B e IL-6 disminuyen en tejidos
de pulmén humano (EVLP) tratados con LGM2605.

Figura 8: Disminucién de los niveles de expresién genética de COX-2 (una enzima que promueve la inflamacién
y el dolor) en tejidos de pulmén humano (EVLP) tratados con LGM2605.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0020] La presente invencidn proporciona un método para proteger o preservar un pulmén para trasplante, para preparar
un pulmén para trasplante, para extender la vida de un pulmdén donado antes del trasplante, o para disminuir la
probabilidad de rechazo del injerto de un pulmén donado para trasplante en un paciente humano, comprendiendo el
método la administraciéon al pulmén de una composicibén que comprende una cantidad eficaz de diglucésido de
secoisolaricirecinol (SDG), incluyendo SDG natural, SDG sintético (LGM2605), (S,S)-SDG, (R,R)-SDG y mezclas de los
mismos, en donde la composicién se administra durante la perfusién pulmonar ex vivo (EVLP).

[0021] La presente invencién proporciona ademas un método para disminuir la probabilidad de disfuncién primaria del
injerto (PGD) asociada con el trasplante de pulmén en un paciente humano, o para disminuir la probabilidad de
complicaciones del trasplante de pulmén en un paciente humano, comprendiendo el método administrar ex vivo al pulmén
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antes de trasplantarlo una composicién que comprende una cantidad eficaz de diglucésido de secoisolaricirecinol (SDG),
incluyendo SDG natural, SDG sintético (LGM2605), (S,S)-SDG, (R,R)-SDG y mezclas de los mismos.

[0022] Sorprendente e inesperadamente, los inventores de esta solicitud encontraron que SDG, incluyendo SDG natural,
SDG sintético (LGM2605), (S,S)-SDG, (R,R)-SDG y mezclas de los mismos, es un potente eliminador de ROS vy, por lo
tanto, puede usarse para prevenir lesiones por isquemia/reperfusién (IR) asociadas con el trasplante de pulmén ex vivo.
Los inventores han demostrado que el SDG, incluido el SDG natural, el SDG sintético (LGM2605), (S, S)-SDG, (R,R)-SDG
y mezclas de los mismos, tiene potentes propiedades antiinflamatorias y bloqueadoras del inflamasoma y, como resultado,
se descubrié que se puede utilizar para bloquear las lesiones por infrarrojos. Los inventores también proporcionan
evidencia de que SDG, incluyendo SDG natural, SDG sintético (LGM2605), (S,S)-SDG, (R R)-SDG y mezclas de los
mismos, se pueden usar para extender el periodo de conservacién pulmonar, para mejorar la condicién de los érganos,
para disminuir la probabilidad de rechazo del injerto y para tratar la bronquiolitis obliterante (BO) ex vivo.

[0023] SDG es un fitoestrogeno antioxidante presente en las semillas de lino, girasol, sésamo y calabaza. En la
alimentacioén se puede encontrar en panes comerciales que contienen linaza. La linaza, sus ingredientes bioactivos y sus
metabolitos se conocen en la técnica y se describen en las publicaciones de patentes de EE. UU. N° 2010/0239696;
2011/0300247; y 2014/0308379; y en la publicacién de patente internacional n® WO2014/200964.

[0024] Ellignano primario que se encuentra en la semilla de lino es el 2,3-bis (3-metoxi-4-hidroxibencil)butano-1,4-diol
(secoisolariciresinol o0 SECO), que se almacena como el conjugado secoisolariciresinol diglucésido (SDG) en su estado
nativo en la planta. El SDG se metaboliza en el intestino humano a enterodiol (ED) y enterolactona (EL). Se conocen en
la técnica analogos sintéticos de enterodiol y enterolactona (véase, p. gj., Eklund et al., Org. Lett., 2003, 5:491).

[0025] Las técnicas para extraer y purificar SDG son conocidas en la técnica y se describen en la Patente de EE. UU.
5.705.618. Las técnicas para sintetizar SDG, sus estereoisémeros y analogos se describen en Mishra OP, et al. Bioorganic
& Medicinal Chemistry Letters 2013, (19):5325-5328 y en la publicacién de patente internacional n® W0O2014/200964. El
SDG sintético también se denomina en este documento LGM2605.

[0026] EIl término "anélogo”, como se usa en el presente documento, puede referirse a un compuesto cuya estructura
esta relacionada con la de otro compuesto. El analogo puede ser un analogo sintético.

[0027] Los términos "ingrediente" o "componente", tal como se usan en el presente documento, pueden referirse a un
elemento o constituyente en una mezcla o compuesto.

[0028] "Composicién farmacéutica" se refiere a una cantidad eficaz de un ingrediente activo, p. e, (S,S)-SDG, (R R)-
SDG, meso-SDG y SDG, junto con un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. Una "cantidad eficaz" se refiere
a esa cantidad que proporciona un efecto para una afeccién y un régimen de administracién determinados.

[0029] Las composiciones descritas en el presente documento pueden incluir una "cantidad eficaz". Una "cantidad
efectiva" se refiere a una cantidad efectiva, en cantidades y durante periodos de tiempo necesarios, para lograr el
resultado deseado. Una cantidad eficaz puede variar segun factores tales como el estado de la enfermedad, la edad, el
sexo y el peso del individuo u érgano, y la capacidad de la composiciéon para provocar una respuesta deseada en el
individuo u érgano. Una cantidad eficaz es también aquella en la que los efectos téxicos o perjudiciales de la molécula
son superados por los efectos beneficiosos.

[0030] En un aspecto, en el presente documento se proporcionan métodos para extender la vida de un pulmén donado
antes del trasplante en un sujeto, comprendiendo los métodos: administrar al pulmén donante una composicién que
comprende una cantidad eficaz de diglucésido de secoisolaricirecinol (SDG), un estereoisémero del mismo, o una
combinacién de los mismos, en donde la composicién se administra durante la perfusién pulmonar ex vivo (EVLP).

[0031] En otro aspecto, se proporcionan en el presente documento métodos para proteger o preservar un pulmén de
donante para trasplante, comprendiendo los métodos: administrar al pulmén de donante una composicién que comprende
una cantidad eficaz de diglucésido de secoisolaricirecinol (SDG), un esterecisémero del mismo, 0 una combinacién de los
mismos, en el que la composicién se administra durante la perfusiéon pulmonar ex vivo (EVLP).

[0032] En otro aspecto, se proporcionan en el presente documento métodos para preparar un pulmén de donante para
trasplante, comprendiendo los métodos: administrar al pulmén de donante una composicién que comprende una cantidad
eficaz de diglucésido de secoisolaricirecinol (SDG), incluyendo SDG natural, SDG sintético (LGM2605), (S,S)-SDG, (R,R)-
SDG y mezclas de los mismos, en donde la composiciéon se administra durante la perfusién pulmonar ex vivo (EVLP).

[0033] En otro aspecto, se proporcionan en el presente documento métodos para disminuir la probabilidad de rechazo
del injerto de un pulmén donado para trasplante en un paciente humano, comprendiendo los métodos: administrar al
pulmén una composiciéon que comprende una cantidad eficaz de diglucésido de secoisolaricirecinol (SDG), incluido SDG
natural, SDG sintético (LGM2605), (S,S)-SDG, (R,R)-SDG y mezclas de los mismos, en donde la composicién se
administra durante la perfusiéon pulmonar ex vivo (EVLP).
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[0034] En otro aspecto, se proporcionan en el presente documento métodos para disminuir la probabilidad de disfuncién
primaria del injerto (PGD) asociada con el trasplante de pulmén en un paciente humano, comprendiendo los métodos:
administrar ex vivo al pulmdn antes de trasplantarlo al paciente una composicién que comprende un agente eficaz cantidad
de diglucésido de secoisolaricirecinol (SDG), incluyendo SDG natural, SDG sintético (LGM2605), (S,S)-SDG, (R,R)-SDG
y mezclas de los mismos.

[0035] En otro aspecto, se proporcionan en el presente documento métodos para disminuir la probabilidad de
complicaciones del trasplante de pulmén, tales como bronquiolitis obliterante, en un paciente humano, los métodos
comprenden: administrar ex vivo al pulmén antes de trasplantarlo una composicién que comprende una cantidad eficaz
de diglucésido de secoisolaricirecinol (SDG), incluyendo SDG natural, SDG sintético (LGM2605), (S,S)-SDG, (R,R)-SDG
y mezclas de los mismos.

[0036] En otro aspecto, las composiciones comprenden una cantidad eficaz de un diglucésido de secoisolaricirecinol
(SDG), que incluye SDG natural, SDG sintético (LGM2605), (S,S)-SDG, (R,R)-SDG y mezclas de los mismos. En algunas
formas de realizacién, las composiciones se formulan para administrarse ex vivo a un pulmén de donante para trasplante
en una cantidad eficaz para prolongar la vida del pulmén de donante antes del trasplante en un sujeto. En algunas formas
de realizacién, las composiciones se formulan para administrarse ex vivo a un pulmén de donante para trasplante en una
cantidad eficaz para proteger, preparar o preservar el pulmén de donante para trasplante. En algunas formas de
realizacién, las composiciones se formulan para administrarse ex vivo a un pulmén de donante para trasplante en una
cantidad eficaz para disminuir la probabilidad de disfuncién del injerto primario (PGD) del injerto o rechazo del pulmén del
donante en un paciente humano. En algunas formas de realizacién, las composiciones se formulan para administrarse ex
vivo a un pulmén de un donante para trasplante en una cantidad eficaz para disminuir la probabilidad de complicaciones
del trasplante de pulmén, tales como bronquiolitis obliterante, en un paciente humano.

[0037] En un ejemplo, una cantidad eficaz oscila entre aproximadamente 1 nanomolar (nM) y aproximadamente 1 molar
(M). En otro ejemplo, una cantidad eficaz oscila entre aproximadamente 1 nM y aproximadamente 1 mM. En otro ejemplo,
una cantidad eficaz esta en el rango de nanomolar a milimolar. En otro ejemplo mas, una cantidad eficaz oscila entre
aproximadamente 1 nM y aproximadamente 1 mM.

[0038] Tal como se utiliza en el presente documento, la frase "farmacéuticamente aceptable" se refiere a aquellos
compuestos, materiales, composiciones, vehiculos y/o formas de dosificacién que son, dentro del alcance del buen criterio
médico, adecuados para su uso en contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin toxicidad excesiva, irritacién,
respuesta alérgica u otro problema o complicacién, proporcional a una relacién beneficio/riesgo razonable.

[0039] "Excipiente farmacéuticamente aceptable" significa un excipiente que es Util para preparar una composicién
farmacéutica que es generalmente segura, no téxica y no biolégicamente ni de otro modo indeseable, e incluye un
excipiente que es aceptable para uso veterinario asi como para uso farmacéutico humano. Un "excipiente
farmacéuticamente aceptable”, tal como se utiliza en el presente documento, incluye uno y mas de uno de dichos
excipientes.

[0040] Las composiciones farmacéuticas se pueden administrar a un sujeto mediante cualquier método adecuado
conocido por un experto en la técnica, tal como por via oral, parenteral, por via transmucosa, transdérmica, intramuscular,
intravenosa, intradérmica, subcuténea, intraperitoneal, intraventricular, intracraneal, intravaginal, intratumoral o bucal.
También se puede utilizar la liberacién controlada incorporando el ingrediente activo en un polimero apropiado que luego
se puede insertar por via subcuténea, intratumoral, bucal, como un parche sobre la piel o por via vaginal. También se
cubre el recubrimiento de un dispositivo médico con el ingrediente activo.

[0041] En algunas formas de realizacion, las composiciones farmacéuticas se formulan en una forma adecuada para la
administracion como una preparacién liquida o sélida. Las formulaciones liquidas adecuadas incluyen aerosoles,
soluciones, suspensiones, dispersiones, emulsiones, aceites y similares. Las formulaciones sélidas adecuadas incluyen
tabletas, capsulas, pildoras, grénulos, bolitas y similares. En algunas formas de realizacién, las composiciones
farmacéuticas se administran mediante inyeccidén intravenosa de una preparacién liquida. En algunas formas de
realizacién, las composiciones farmacéuticas se administran por via intravenosa y, por tanto, se formulan en una forma
adecuada para la administracién intravenosa.

[0042] En un ejemplo, las composiciones farmacéuticas proporcionadas en el presente documento son composiciones
de liberacién controlada, es decir, composiciones en las que el ingrediente bioactivo se libera durante un periodo de
tiempo después de la administracién. Las composiciones de liberacidén controlada o sostenida incluyen formulaciones en
depésitos lipdfilos (p. ej., acidos grasos, ceras, aceites). En otro ejemplo, la composicién es una composicién de liberacion
inmediata, es decir, una composicién en la que todo el ingrediente bioactivo se libera inmediatamente después de la
administracién.

[0043] En algunas formas de realizacién, las composiciones para usar en los métodos proporcionados en el presente
documento se administran una vez al dia. En algunas formas de realizacién, las composiciones se administran una vez
cada dos dias, dos veces por semana, una vez por semana o una vez cada dos semanas.
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[0044] Los SDG naturales, los SDG sintéticos (LGM2605), (S,S)-SDG, (R,R)-SDG, (S,R)-SDG, (R,S)-SDG y meso-SDG
se pueden administrar a una dosis de 0,1 ng/kg a 500 mg/kg.

[0045] EI tratamiento con SDG natural, SDG sintético (LGM2605), (S,S)-SDG, (R,R)-SDG, (S,R)-SDG, (R,S)-SDG o
meso-SDG puede variar desde una sola administracién hasta varios dias, meses, afios o de forma indefinida.

[0046] Como se usa en el presente documento, "tratar" puede referirse a un tratamiento terapéutico o a medidas
profilacticas o preventivas, en las que el objeto es prevenir o disminuir la afeccién o trastorno patolégico objetivo como se
describe en el presente documento, 0 ambos.

[0047] Ademés, como se usan en el presente documento, los términos "tratar" y "tratamiento" se refieren a un
tratamiento terapéutico, asi como a medidas profilacticas o preventivas, en las que el objeto es prevenir o ralentizar
(disminuir) un cambio fisiolégico no deseado asociado con una enfermedad o afeccién. Los resultados clinicos
beneficiosos o deseados incluyen alivio de los sintomas, disminucién de la extensién de una enfermedad o condicién,
estabilizacién de una enfermedad o condicién (es decir, donde la enfermedad o condicién no empeora), retraso o
desaceleracion de la progresién de una enfermedad o condicién, mejora o paliacién de la enfermedad o condicién, y
remisién (ya sea parcial o total) de la enfermedad o condicién, ya sea detectable o indetectable. "Tratamiento" también
puede significar prolongar la supervivencia en comparacién con la supervivencia esperada si no se recibe tratamiento.

[0048] En algunas formas de realizacién, los sujetos que necesitan tratamiento y los métodos y composiciones descritos
en el presente documento pueden incluir sujetos con enfermedades y trastornos pulmonares, tales como asma, cancer,
EPOC y mesotelioma. En una forma de realizacién ejemplar, el sujeto es un paciente que necesita un trasplante de
pulmén. En otra forma de realizacidén ejemplar, el sujeto es un paciente que esta esperando un trasplante de pulmén. En
otra forma de realizacién ejemplar, el sujeto es un paciente que espera recibir un trasplante de pulmén.

[0049] Eltérmino "sujeto" incluye mamiferos, por ejemplo, humanos, animales de compafiia (p. ej., perros, gatos, pajaros
y similares), animales de granja (p. €j., vacas, ovejas, cerdos, caballos, aves y similares) y animales de laboratorio (p. €j.,
ratas, ratones, cobayas, pajaros y similares). Ademés de humanos, el sujeto puede incluir perros, gatos, cerdos, vacas,
ovejas, cabras, caballos, bufalos, avestruces, cobayas, ratas, ratones, pajaros (p. €j., periquitos) y otros animales salvajes,
domesticados o comercialmente Utiles. (p. €j., pollo, gansos, pavos, pescado). Eltérmino "sujeto” no excluye a un individuo
que es normal en todos los aspectos. El término "sujeto" incluye un ser humano que necesita terapia para, o es susceptible
a una condicién o sus secuelas.

[0050] EI término "aproximadamente" o "alrededor de" significa dentro de un rango de error aceptable para el valor
particular determinado por un experto en la técnica, que dependera en parte de cémo se mide o determina el valor, es
decir, las limitaciones del sistema de medida.

[0051] Los siguientes ejemplos se presentan para ilustrar mas completamente las formas de realizacién preferidas de
la invencién.

EJEMPLOS
SDG PROTEGE LOS PULMONES DE LESIONES POR ISQUEMIA/REPERFUSION ASOCIADA AL TRASPLANTE

[0052] Eltrasplante de pulmén ha avanzado considerablemente en los ultimos veinte afios, con una duplicacién de las
tasas de supervivencia para determinadas indicaciones, como la fibrosis quistica. Estas mejoras alientan a los médicos a
proponer un trasplante de pulmén temprano a sus pacientes. A diferencia de otros érganos, como los rifiones o el higado,
los pulmones sélo se extraen en el 20 % de los donantes con muerte cerebral, debido a criterios muy estrictos de
aceptacién de injertos de pulmén para un posible trasplante. Esta severa seleccion estd motivada por las altas tasas de
mortalidad después del trasplante de pulmdn, que se mantuvieron en torno al 50 % durante los primeros cinco afios. Se
han implementado varias estrategias para intentar aumentar el nimero de injertos de pulmén disponibles. La obtencién
de 6rganos de donantes vivos sigue siendo anecdética. Ciertos equipos trasplantan pulmones con criterios ampliados a
pesar de que estos pulmones habian sido rechazados al principio debido a anomalias en las radiografias de térax, edad
>70 afios, mala oxigenacion o aspiracidn sin procedimientos de evaluacién ex vivo. En muchos casos, esta situaciéon no
ha tenido ninguin efecto perjudicial aparente sobre el resultado postrasplante. Sin embargo, existe cierta evidencia de que
la ampliacién de la aceptabilidad del donante en algunos aspectos conduce a peores resultados tempranos,
principalmente al aumentar la tasa de disfuncién temprana del injerto.

[0053] La perfusién de pulmones ex vivo (EVLP) evallia estos pulmones "marginales” fuera del cuerpo, permitiendo asi
una evaluacién més objetiva y reproducible de estos érganos. Mas alla de la evaluacién ex vivo, EVLP puede prolongar
el periodo de preservacién pulmonar durante hasta 12 h. Investigaciones prometedoras han sugerido que la proteccién o
reparacién de los injertos lesionados podria realizarse durante la EVLP mediante la administracién de terapias durante el
procedimiento. Proporcionamos evidencia de que LGM2605 (SDG) puede servir como tal terapia y, por lo tanto, puede
ser Util para extender el periodo de preservacidén pulmonar y mejorar la condicién del 6rgano, disminuyendo la probabilidad
de rechazo del injerto y otras complicaciones crénicas como la bronquiolitis obliterante (BO).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 969 209 T3

DISENO DEL ESTUDIO DE PERFUSION DEL INJERTO DE PULMON EX VIVO

[0054] Se ofrecieron pulmones de donantes a nuestro programa de trasplante de pulmones a través de nuestra
organizacion local de obtencién de érganos (Gift of Life) y no se identificaron. Se recuperaron los pulmones de donantes
que cumplian con los criterios de ingreso (es decir, no trasplantables), se entregaron a nuestro centro mediante un
transporte estandar de almacenamiento en frio en una solucién de dextrano baja en potasio (Perfadex, Vitrolife) y se
perfundieron en el sistema EVLP durante 3-6 horas. Los pulmones se consideraron aptos para el trasplante si durante la
EVLP la relacién PO FIO,, es decir, la presién parcial de oxigeno ex vivo (PO») a la fracciéon de oxigeno inspirado (FIO2),
era de 350 mm Hg o mas y si habia deterioro de los niveles iniciales de las tres mediciones fisiolégicas (resistencia
vascular pulmonar, distensibilidad dindmica y presién inspiratoria méxima) fue inferior al 15 % mientras los pulmones
estaban ventilados con el uso de un volumen corriente de 7 ml por kilogramo de peso corporal del donante y una frecuencia
de 7 respiraciones. por minuto durante el periodo de perfusién (Figura 1)

[0055] Técnica: La técnica EVLP acelular se ha descrito en detalle en otro lugar (Cypel et al., N Engl J Med. 14 de abril
de 2011, 364(15):1431-40). Después de 3 a 6 horas de EVLP, los pulmones se enfriaron a 4°C durante un periodo de 10
minutos. A partir de entonces, se detuvieron la perfusion y la ventilacién (con la FIO, cambiada a 0,21 con el fin de
almacenarla en los pulmones) y se sujetd la trdquea en plena inspiracién para mantener los pulmones en un estado de
inflacién. A continuacién, los pulmones se almacenaron a 4°C en Perfadex hasta el trasplante.

[0056] Evaluacién funcional ex vivo: Para la evaluacién funcional ex vivo, el volumen corriente se fijé en 10 ml por
kilogramo de peso corporal del donante y 10 respiraciones por minuto, con FIO2 en 1,0. La funcién pulmonar se evalué
cada hora durante EVLP de acuerdo con los siguientes célculos: PO, = [PO2 de la auricula izquierda-PO, de la arteria
pulmonar (en mm Hg)] y resistencia vascular pulmonar = [(presion de la arteria pulmonar-presidén de la auricula izquierda)
x 80] = flujo de la arteria pulmonar (en dinas-segundos-cm®), distensibilidad dinamica (en mililitros por centimetro de agua)
y presion inspiratoria maxima (en centimetros de agua). La broncoscopia flexible se realiz6 al inicio del estudio, a las 3
horas y a las 6 horas de EVLP.

[0057] LGM2605 (SDG) SE ACUMULA EN TEJIDOS PULMONARES HUMANQOS: Utilizando metodologias analiticas
CL/EM/EM, determinamos niveles sintéticos de SDG (LGM2605) en tejidos pulmonares izquierdo y derecho, en liquido
de lavado broncoalveolar (BALF) y liquido de perfusién en multiples puntos de tiempo que abarcan desde 30 minutos
después de la instilacién en aerosol de 200 mg de farmaco/pulmén, hasta 360 minutos (Figura 2). Es importante que el
SDG en aerosol (LGM2605) (es decir, instilado en las vias respiratorias) se filtre a la circulacién sistémica y pueda
detectarse en la perfusion durante al menos 240 minutos. Es importante destacar que los niveles en las biopsias de tejido
pulmonar muestran un pico de farmaco a los 120 minutos, que persiste hasta por 240 minutos. Ademas, los niveles de
BALF persisten mas alla de los 360 min. Independientemente de la via de administracién (inhalada o intravenosa), el SDG
(LGM2605) se acumula en el pulmén.

[0058] LGM2605 (SDG) MEJORA LA OXIGENACION Y EL CUMPLIMIENTO PULMONAR: El medicamento en aerosol
(SDG (LGM2605)) del mismo pulmén que el anterior (EVLP#3) mejoré la relacion P/F de 200 a >350 (Figura 3, primer
panel), al tiempo que mejora el cumplimiento dinamico (medio) y estético (Gltimo panel). Por tanto, SDG ha mejorado
las mediciones hemodinamicas pulmonares a los pocos minutos de la instilaciéon en los pulmones de EVLP.

[0059] NIVEL DE EXPRESION GENETICA DE LA ENZIMA HO-1 DE RESPUESTA AL ESTRES REGULADA POR
NRF2: En un estudio separado (EVLP#4), se instil6 SDG (LGM2605) solo en un pulmén (derecho) mientras que el control
del vehiculo se instil en el pulmén contralateral (Figura 4). La concentracidén del farmaco (200 mg/pulmén) se mantuvo
igual que antes. El analisis de la cinética de los cambios en la expresiéon genética en los tejidos pulmonares de EVLP
mediante RT-PCR cuantitativa (QRTPCR) revel6 una caida en la hemeoxigenasa-1 (HO-1), un gen de respuesta al estrés,
en el pulmdn asociado con SDG (LGM2605) instilado. en ese pulmén (Figura 5). Una caida en el pulmén izquierdo puede
reflejar la accién de SDG (LGM2605) en ese pulmédn a través del perfundido (hemos demostrado anteriormente que parte
del farmaco aparece en la circulacion sistémica).

[0060] LOS NIVELES DE EXPRESION GENETICA DE LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES REGULADAS POR NRF2
NQO1Y GSTM1 AUMENTAN EN LOS TEJIDOS DEL PULMON HUMANO (EVLP) TRATADOS CON LGM2605 (SDG):
Nrf2 es un factor de transcripcién que regula la expresién de genes antioxidantes y citoprotectores como NQO-1 y
GSTMu1. Por lo tanto, evaluamos los niveles de expresiéon génica en tejidos pulmonares (EVLP#4) durante un tiempo de
muestreo de 120 minutos. El analisis qRT-PCR reveld un fuerte aumento en la expresiéon de ambos genes en el pulmén
tratado con SDG (LGM2605), pero no en el pulmén tratado con vehiculo. Nuestros resultados confirman que SDG aumenta
las defensas antioxidantes endégenas en los tejidos pulmonares humanos durante la isquemia (Figura 6).

[0061] LOS NIVELES DE EXPRESION GENETICA DE LAS CITOQUINAS PROINFLAMATORIAS IL1-b E IL-6
DISMINUYEN EN LOS TEJIDOS DEL PULMON HUMANO (EVLP) TRATADOS CON LGM2605 (SDG): De manera
similar a lo anterior, los niveles de expresion de citocinas proinflamatorias como IL-1B e IL-6 se redujeron
significativamente en el pulmén derecho, tratado con SDG (LGM2605) en comparacién con la maruca tratada con vehiculo
(Figura 7). Nuestros resultados confirman que SDG disminuye los parametros inflamatorios en los tejidos pulmonares
humanos durante la isquemia.
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[0062] DISMINUCION DE LOS NIVELES DE EXPRESION GENETICA DE LA COX-2 (ENZIMA QUE PROMUEVE LA
INFLAMACION Y EL DOLOR) EN LOS TEJIDOS DEL PULMON HUMANO (EVLP) TRATADOS CON LGM2605 (SDG):
La ciclooxigeneasa-2 es una enzima responsable de la formacién de prostanoides como el tromboxano y las
prostanglandinas.. La inhibicién farmacolégica de la COX puede aliviar los sintomas de inflamacién y dolor. La instilacién
en aerosol de SDG (LGM2605) bloquea por completo la expresion de COX-2 en tejidos pulmonares de EVLP humanos
dentro de los 50 minutos posteriores a la instilacién. Una caida en el pulmén tratado con vehiculo puede reflejar la accidén
del farmaco a través del perfundido (circulacién sistémica - Figura 8).

[0063] RESUMEN DE HALLAZGOS: En conjunto, estos resultados muestran que SDG (LGM2605): se acumula en los
tejidos pulmonares humanos durante la EVLP; mejora la hemodinamica del pulmén humano (relacién P/F, cumplimiento
dinamico y estético); disminuye el estrés oxidativo (HO1); Aumenta las defensas antioxidantes de los tejidos (NQO-1 y
GSTMu1); Disminuye los marcadores inflamatorios (IL-1p e IL-6); Disminuye la expresién de COX-2.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para proteger o preservar un pulmén para trasplante, para preparar un pulmén para trasplante, para extender
la vida de un pulmén donado antes del trasplante o para disminuir la probabilidad de rechazo del injerto de un pulmén
donado para trasplante en un paciente humano, comprendiendo el método administrar al pulmén una composicién que
comprende una cantidad eficaz de diglucésido de secoisolaricirecinol (SDG), incluyendo SDG natural, SDG sintético
(LGM2605), (S,S)-SDG, (R,R)-SDG y mezclas de los mismos, en donde la composicién se administra durante la perfusion
pulmonar ex vivo (EVLP).
2. El método de la reivindicacién 1, en el que dicho SDG es (S,S)-SDG.
3. El método de la reivindicacion 1, en el que dicho SDG es (R,R)-SDG.
4. El método de la reivindicacién 1, en el que dicho SDG es un SDG sintético (LGM2605).
5. El método de la reivindicacion 1, en el que la composicién se administra con un nebulizador.
6. El método de la reivindicacién 1, en el que la composiciéon se administra en forma de aerosol.

7. El método de la reivindicacién 1, en el que el SDG se administra como una solucién salina.

8. El método de la reivindicacién 1, en el que el SDG se administra en una concentracién en un rango de nanomolar (nM)
a milimolar (mM).

9. El método de la reivindicacion 1, en el que el pulmdn es un pulmén humano.

10. Un método para disminuir la probabilidad de disfuncién primaria del injerto (PGD) asociada con el trasplante de pulmén
en un paciente humano, o para disminuir la probabilidad de complicaciones del trasplante de pulmén en un paciente
humano, comprendiendo el método la administraciéon ex vivo al pulmén antes de que se trasplanta una composicién que
comprende una cantidad eficaz de diglucésido de secoisolaricirecinol (SDG), incluyendo SDG natural, SDG sintético
(LGM2605), (S,S)-SDG, (R,R)-SDG y mezclas de los mismos.

11. El método de la reivindicacién 10, en el que la complicacién es bronquiolitis obliterante.
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