ES 2371542 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPANA @Namero de publicacion: 2 371 542
@Int. Cl.
AO1N 1/02 (2006.01)
@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Numero de solicitud europea: 07733409 .2
Fecha de presentacion: 28.06.2007

Numero de publicacion de la solicitud: 2040539
Fecha de publicacion de la solicitud: 01.04.2009

Tl'tulo: SOLUCION PRESERVACION DE ORGANOS.

Prioridad:

29.06.2006 GB 0612877

Fecha de publicacion de la mencion BOPI:
04.01.2012

Fecha de la publicacion del folleto de la patente:

04.01.2012

@ Titular/es:

UNIVERSITY COURT OF THE UNIVERSITY OF
EDINBURGH

OLD COLLEGE, SOUTH BRIDGE
EDINBURGH EH8 9YL, GB

@ Inventor/es:
MEGSON, lan L.

Agente: No consta

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencion de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerard como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2371542 T3

DESCRIPCION

Campo de la invencion

[0001] La presente invenciodn se refiere al campo de la preservacion de érganos y tejidos bioldgicos y en particular a las
soluciones que se utilizan en la preservacion de érganos y/o tejidos antes de ser trasplantados a un sujeto.

Antecedentes de la invencién

[0002] La conservacion de 6rganos tiene como objetivo mantener el érgano del donante en un estado morfolégico y
bioquimico éptimo desde el momento de la extracciéon hasta el momento del trasplante. El almacenamiento en frio de los
6érganos debe soportar las agresiones provocadas por la isquemia fria inicial y la posterior lesion por reperfusion durante
la implantacion.

[0003] Aunque este método de preservacion de érganos es efectivo y ha incrementado el tiempo de conservacion de los
organos de forma segura, algunos 6rganos no funcionan bien tras el trasplante y presentan una disfuncion organica
prlmarla La disfuncion organica primaria se asocia con la duracion de la isquemia fria y, posiblemente, con la lesion por
reperfusmn En consecuencia, a pesar del continuo progreso en la supervivencia del injerto a corto y largo plazo, la
disfuncion organica primaria continda siendo un problema y un objetivo para la intervencion terapéutica.

[0004] La disfuncion endotelial constltuye un importante mediador en el desarrollo de la lesién por isquemia-reperfusiéon
(IR) y en el rechazo del trasplante . La proteccién del endotelio vascular es un factor critico en la preservaciéon de
6rganos. Esta monocapa de células que recubre todos los vasos sanguineos sanos normalmente libera factores
relajantes derivados del endotelio para ayudar a mantener el flujo sanguineo en la microcirculacion, y para ayudar a
prevenir la adhesién o inflamacion de células y plaquetas que predisponen a la inflamacién y la trombosis”.

[0005] La solucién de la Universidad de Wisconsin (UW) ha revolucionado la conservacion isquémica fria de érganos
solidos, al permitir la preservacion segura de los 6rganos hasta las 72 horas. En la actualidad sigue siendo la solucién
mas utilizada para la conservacién en frio de los 6rganos intraabdominales. La composicion de la soluciéon de UW fue
disefiada para contrarrestar los problemas teéricos asociados con la preservacion en isquemia fria, y concretamente
para minimizar la inflamacion celular inducida por la hipotermia, para prevenir la acidosis intracelular, para prevenir la
expansion del espacio intersticial y para prevenir las lesiones inducidas por los radicales libres de OX|geno

[0006] Ha habido pocos cambios en los componentes de la solucién de UW desde su concepcion, pero los estudios in
vitro e in vivo han demostrado que muchos de los componentes de la solucion de UW aportan pocos beneficios. Estos
estudios sugieren que es posible mejorar la solucién de UW mediante la simplificacion y la eliminacion de varlos
componentes; solo se han considerado como verdaderamente esenciales el lactobionato, la rafinosa y el qutatlon Sin
embargo, los ensayos cllnlcos en trasplante renal indican que la adicién de glutation a la soluciéon de UW no confiere
ninguna ventaja clinica®.

[0007] EI glutation (GSH) se afiade a la solucion de preservacion de 6rganos de UW y a oftras soluciones de
preservacion, tales como la solucion Celsior o la solucion Belzer MPS, bajo la premisa de que actua contra el estrés
oxidativo durante la isquemia fria. Sin embargo, una de las desventajas es que el glutation a menudo se debe afiadir
inmediatamente antes de utilizar la solucion de preservacion, ya que se oxida durante el almacenamiento.

[0008] Se ha sugerido que el suministro/produccion de pequefias cantidades de éxido nitrico al érgano o tejido puede
ser beneficioso. Vodovotz (Oxido Nitrico Nov. 2003; 9(3): 141-7), por ejemplo, mostré que la combinacién de suprimir
cantidades perjudiciales de NO y afiadir una cantidad baja y constante de NO puede mejorar la preservacion pulsatil de
los rifiones usando Belzer MPS que contenga glutation. Quintana et al. (Int. J. Surg. Investig. 2001; 2(5): 401-411)
también examinaron la adiciéon de S-nitrosoglutation (GSNO) a la solucion de UW y observaron que el GSNO como
donante de NO puede mejorar las propiedades de la solucidon de UW para preservar el higado de las ratas,
mantenimiento la morfologia hepatica y evitando la lesion hepatica tras la conservacion/reperfusion en frio.

[0009] Uno de los objetivos de la presente invencion consiste en evitar y/o mitigar al menos uno de los inconvenientes
anteriormente mencionados.

[0010] Un objetivo adicional de la invencién es proporcionar una solucién para la preservacion de érganos con al menos
una ventaja sobre la solucion de la UW y/u otras soluciones relacionadas ya existentes.

[0011] La presente invencion se basa en estudios realizados por los inventores para evaluar el impacto que afadir
glutatiéon (GSH) a la solucion de UW tiene sobre la funcion endotelial en un modelo de isquemia-reperfusion fria, asi
como para determinar si el éster monoetilico de GSH (GSH-MEE) para células permeables o el donante de 6xido nitrico
(NO) relacionado con GSH, el S-nitrosoglutation (GSNO), podrian tener algun efecto beneficioso sobre la funcion
vascular y la supervivencia de las células endoteliales frente al estrés oxidativo.

[0012] En primer lugar, se proporciona una solucion para que se utilice en la preservacion de érganos y/o tejidos in vitro.
La solucion comprende una fuente de S-nitrosotiol, e incluye ademas uno o mas componentes adicionales,
seleccionados a partir de almidén; hidroxietilalmidon; acido lactobiénico; gluconato de sodio y/o potasio; glucosa; CaCly;
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fosfato de potasio; EDTA u otro agente quelante de metal, como el sulfato de magnesio chelex; rafinosa; dextrano;
albumina recombinante; agentes de proteccidn contra la lesiéon isquémica, como la adenosina; antioxidantes, como el
alopurinol y/o la pentafraccién, con los componentes preparados en agua, con la condiciéon de que la solucion esté
sustancialmente libre de glutatién o compuestos que forman glutation.

[0013] Como se menciona en los antecedentes de la invencion, el glutation y/o los compuestos que forman glutation a
menudo se agregan o se incluyen en las soluciones de reperfusion de érganos, como en la solucién de UW. La presente
invencién se basa en parte en el uso de soluciones que estan libres o sustancialmente libres de glutation o de
compuestos que forman glutation. Por sustancialmente libres se entiende niveles inferiores a 50 uM, siendo utilizado
normalmente el glutation en mM. Los compuestos que forman glutatiéon incluyen N-acetilcisteina, cisteina o disulfuro de
glutation. Debe tenerse en cuenta que las soluciones de preservacion de o6rganos de la técnica anterior pueden
almacenarse libres de glutation antes de su uso, pero que el glutatién, o los compuestos que forman glutation, tendran
que afiadirse con antelacion o justo antes de utilizarse. La presente invencion, por tanto, se refiere a la formulacién de
una solucién de preservacion de érganos destinada a ser administrada a un sujeto.

[0014] Normalmente el S-nitrosotiol es S-nitroglutation. El S-nitrosotiol, como el S-nitrosoglutatién, habitualmente se
afnade en cantidades de 1uM - 1mM, tales como 20uM - 500uM.

[0015] La solucidon de preservacion de 6rganos de la presente invencion consta naturalmente de otros componentes
conocidos y utilizados en otras soluciones de preservacion, como la de UW (ver US 4.798.824 y 4.879.283, por
ejemplo), la de Celsior y la de Belzer MPS. Otros componentes pueden incluir amortiguadores acido-basicos para
ayudar a mantener el pH de la solucién. Los amortiguadores tipicos pueden basarse en fosfatos, como el KHyPOs.
Ademas, es probable que haya fuentes de potasio y sodio y que la solucion tenga que tener una osmolaridad deseada.

[0016] Otros componentes pueden incluir o ser seleccionados a partir de almidén; hidroxietilalmidon; acido lactobiénico;
gluconato de sodio y/o potasio; glucosa; CaCl2; fosfato de potasio; EDTA u otro agente quelante de metal, como el
sulfato de magnesio chelex; rafinosa; dextrano; albumina recombinante; agentes de protecciéon contra la lesion
isquémica, como la adenosina; antioxidantes, como el alopurinol y/o la pentafraccion, con los componentes preparados
en agua. Otros componentes opcionales pueden incluir antibidticos, como la penicilina; la insulina (para ayudar en la
absorcion de glucosa) y/o anti-inflamatorios, como la dexametasona.

[0017] El uso de EDTA u otro agente quelante de metal puede ser particularmente ventajoso, ya que los iones metalicos
de transicion pueden tener un efecto no deseado sobre el S-nitrosoglutation y su extraccion/quelacion seria deseable.

[0018] También puede ser deseable proteger la solucién de la luz durante el almacenamiento. Por tanto, la solucién
debe ser almacenada en un recipiente opaco o semiopaco antes de su uso.

[00019] Por tanto, en lo que se refiere a otro aspecto, la presente invencidén proporciona un envase sustancialmente
impermeable a la luz, que contiene la solucidn relacionada con la presente invencién. Por impermeable a la luz se
entiende una luz ambiente como la que encontramos en los entornos convencionales donde se almacenan/transportan
estos envases.

[0020] Puede resultar conveniente durante el almacenamiento, antes de usar la solucién, que el GSNO se guarde de
forma separada de los otros componentes para ayudar a mantener la vida util de la solucién. De esta manera, el GSNO
se anadirda o se mezclara con los otros componentes poco o inmediatamente antes de su uso para preservar los
érganos y/o los tejidos (es decir, entre varias horas o minutos antes de su uso, por ejemplo de 6-2 horas a 10-5 minutos,
etc.)

[0021] EI GSNO puede afadirse como un sélido a la solucién que comprende los otros componentes, o puede
presentarse en solucion, disuelto en un solvente estabilizador adecuado, como el DSMO, opcionalmente disuelto en
agua en una proporcion 1:1 - 4:1: DSMO/DMF: agua o DMF.

[0022] Con tal de facilitar el uso, la solucion que comprende todos los componentes necesarios, salvo el GSNO, puede
suministrarse en un recipiente, como por ejemplo una bolsa, etc., al cual debera afiadirse el GSNO. El GSNO puede
encontrarse en un compartimento adyacente rompible o dentro del recipiente, de tal manera que, antes de la ruptura de
la membrana, pared o similar del compartimento rompible, el GSNO se mantiene separado de los otros componentes,
pero al romperse el GSNO se mezcla con el resto de componentes y se convierte en parte de la solucion.

[0023] Asi, por ejemplo, el GSNO puede almacenarse en DMSO (por ejemplo, 50 - 100% en agua desionizada o
destilada; <5ml) por ejemplo en una especie de bolsillo, burbuja o jeringa que forma parte integral de la bolsa o envase
que contiene la solucion de preservacion. El GSNO estara preferentemente protegido de la luz mientras se halle en el
recipiente de almacenamiento. Bajo condiciones de refrigeracion, el GNSO en DMSO formara una masa congelada, que
se separa de la solucién de preservacion de odrganos por una membrana o lamina de metal impermeable.
Inmediatamente antes de su uso, el DMSO sdélido que contiene GNSO se empuja a través de la membrana o lamina de
metal, con lo cual se disuelve rapidamente en la solucién acuosa para dar una concentracién final de GNSO dentro del
rango deseado (1uM - 1TmM) y una concentracion final de DMSO que, por lo general, no exceda del 1% de la solucion
de preservacion de 6rganos final.
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[0024] Una de las formulaciones que especialmente se prefiere es la que se muestra a continuacion:

S-nitrosoglutation 50uM - 200uM
Lactobionato 50mM - 200mM
KH2PO4 10mM - 100mM
MgSQOq4 1mM - 20mM
Fuente de carbohidratos (Ej. rafinosa, glucosa o sacarosa) 2mM - 50mM
Agente quelante de metal (Ej. EDTA or chelex) 0,01mM - 1mM
Agente protector contra lesiones isquémicas, como la adenosina TmM - 10mM
Antioxidante, como el alopurinol 100pM - 5mM
Anti-inflamatorio, como la dexametasona 5mg/l - 30mgl/l
Insulina 10u/I-100u/l
Antibidtico(s), como la penicilina 50mg/I - 250mg/I

[0025] Una alternativa a la solucién citada anteriormente es la solucion de UW sin glutatién, pero incluyendo S-
nitrosoglutation en una concentracion de 50 uM - 200 uM.

[0026] La solucion de preservacion de la presente invenciéon puede prepararse mezclando los componentes deseados
con cierta cantidad de agua, como por ejemplo agua destilada y/o desionizada, y afiadiendo mas agua después hasta
obtener la cantidad adecuada. Por ejemplo, si la cantidad digamos es 101, entonces los componentes se disuelven
primero en 7 — 91 y, una vez que los compuestos se hayan disuelto (el pH entonces se ajusta a, por ejemplo, pH 7,3
afadiendo acido y/o base), puede afadirse mas agua para que la solucién sea de 101. Como las soluciones de la
presente invenciéon no incluyen glutation y el GSNO no se almacena como parte de la solucién, se espera que éstas
tengan una vida util relativamente larga, por lo general de mas de 1 mes si estan en el refrigerador. El inventor ha
observado que el GSNO se descompone con el tiempo cuando se mantiene refrigerado dentro de una solucion de
preservacion de 6rganos tipica. Sin embargo, cuando el GSNO se guarda dentro de un solvente que garantiza la
conservacion, como una solucion de DMSO, la estabilidad de GSNO puede mantenerse durante largos periodos de
tiempo (ver la Seccién de ejemplos).

[0027] Se debe entender que las soluciones de preservacion de la presente invencion se pueden usar simplemente para
almacenar el 6rgano o tejido que requiera ser preservado y/o se pueden perfundir a través del tejido, utilizando
procedimientos y/o maquinas conocidas en este campo. Normalmente la conservacion debera realizarse a una
temperatura reducida, de unos 2 - 10 °C y, antes de usar el 6érgano o tejido, debera reperfundirse con una solucién a
una temperatura que sea o se aproxime a la temperatura corporal, a unos 37°C.

[0028] La soluciones de la presente invencién pueden utilizarse en 6rganos y/o tejidos tales como rifiones, higado,
corazén, pulmones, pancreas y similares, y el 6rgano/tejido puede obtenerse, aunque no necesariamente, de un
cadaver. También se pueden utilizar en vasos sanguineos, como venas o arterias que sean injertadas a un paciente.
Normalmente el sujeto es un ser humano, pero hay otros animales que también reciben trasplantes y, por tanto, la
solucion puede utilizarse para preservar érganos y tejidos de animales no humanos.

[0029] Por otro lado, se proporciona un método de preservacion de érganos y/o tejidos que comprende los siguientes
pasos:

[0030] 1. a) obtener el 6rgano y/o tejido de una fuente adecuada; y

[0031] 2. b) mantener el érgano y/o tejido en una solucion de la presente invencion y/o reperfundir una solucion
de la presente invencion a través del érgano y/o tejido.

[0032] Se espera que las soluciones, o similares en su composicion, sean capaces de preservar/utilizarse para
almacenar 6rganos durante al menos 24 - 48 horas, ya que ese es el tiempo en el que las soluciones de UW se pueden
usar, aunque tienen la ventaja de no tener glutatiéon y si incluir S-nitrosoglutation.
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[0033] La presente invencion se describe a continuaciéon con méas detalle a modo de ejemplo y haciendo referencia a las
Figuras que se muestran:

[0034] En la Figura 1 se muestra la contraccion maxima de los anillos adrticos sometidos a 1h o 48h de isquemia fria en
las soluciones de UW con KCI (60mM);

[0035] En la Figura 2 se muestran las curvas de concentracion de los anillos adrticos sometidos a fenilefrina (FE)
después de a) 1h de almacenamiento en frio en las soluciones de UW; b) 48h de almacenamiento en frio en las
soluciones de UW. ***P<0,001, ns = no significativo;

[0036] En la Figura 4 se muestra la respuesta contractil de los anillos adrticos a PE (ECsgo) y el efecto del posterior
tratamiento con el inhibidor de NO sintasa, L-NAME (100mM) y el barrido de NO, cPTIO después de a) 1h o b) 48h de
almacenamiento en frio en las soluciones de UW. *P<0,05; **P<0,01;* **P<0,001; ns = no significativo;

[0037] En la Figura 5 se muestra la comparacion de las células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC)
supervivientes después de 24 horas de incubacion bajo condiciones estandar (sin estrés) o en presencia del generador
de radicales hidroxilos, menadiona (10 uM), el sistema de generacion de superéxido, la xantina/xantina oxidasa (X/XO;
5 uM, 1mU/ml) o H202; 100uM). *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ns = no significativo; y

[0038] En la figura 6 se muestra la descomposicidon de concentraciones relevantes de GSNO en la soluciéon modificada
de UW (100 Mm GSNO) y DMSO (1mM GSNO) a lo largo de unos 6 - 8 dias a 4 - 6°C en la oscuridad (refrigerador),
segun se calculé durante la monitorizacién de la absorbancia a 339nm (caracteristico del enlace S-NO).

Materiales y métodos

[0039] El cuidado de animales y los protocolos experimentales se realizaron conforme a la Ley de 1986 en la que se
recogen las Directrices del Ministerio del Interior de Reino Unido sobre Operaciones de Animales (Procedimientos
Cientificos). Las ratas adultas macho de la cepa Wistar que pesaban entre 300-450 g se pusieron en un entorno a
temperatura controlada con un ciclo de 12 horas de luz-oscuridad, y tuvieron libre acceso al agua y a una dieta normal.
La solucién de la Universidad de Wisconsin se preparé de acuerdo con el protocolo estandar: lactobionato de potasio
100mM, KH2PO4 25mM, MgSOs 5mM, rafinosa 30mM, adenosina 5mM, alopurinol 1mM, dexametasona 16 mgi/L,
insulina 40U/L, penicilina 200.000 U/L y EDTA 0,03mM con pH 7,4. EI EDTA se afiadié para ayudar a proteger el GSNO
contra la descomposicion catalizada por iones metalicos. Se introdujeron burbujas de gas argén en la solucién durante 1
hora para imitar la hipoxia. Los niveles de oxigeno se confirmaron mediante un electrodo de oxigeno (analizador
integrado de radicales libres Apollo 4000, World Precision Instruments Inc. EEUU). El burbujeo que se produjo durante
30 minutos consumié mas del 90% de oxigeno de la solucion.

Protocolo experimental

[0040] Después de la dislocacion cervical, se realizé una laparotomia y la aorta se disecciond limpiando la grasa
periadrtica y el tejido conectivo. Los vasos se dividieron en anillos aérticos de entre 3 y 5 mm con cuidado de no
estirarlos o dafarlos. Los anillos adrticos se conservaron en isquemia fria (a 4°C de 1 a 48 horas) en recipientes
sellados y llenados con soluciones control hipoxicas (de UW sin GSH); de UW con SGH (3mM); de UW con éster
monoetilico de glutation (GSHMEE; 3mM) o de UW con S-nitrosoglutation (GSNO; 100 uM).

[0041] Después del almacenamiento, los anillos adrticos se suspendieron entre dos soportes de acero inoxidable en una
miografia (700MO, Danish Myo, Aarhus, Dinamarca) y se reoxigenaron en bafios de érganos de 10 ml que contenian la
solucién amortiguadora de Krebs (mM): NaCl 118; KCI 4,7; NaHCO3; 25; KH,PO4 1,17; MgS04.7H20 1,2; glucosa 5,5;
EDTA 0,03 y CaCl,.2H,O 1,6 (37°C; pH 7,4). Los cambios en la tension isométrica se detectaron mediante un
transductor, se registraron usando un sistema de adquisicion de datos MacLab (MacLab 8 con Gréfico v 3.5; AD
Instrument, Hastings, Reino Unido) y se visualizaron en un ordenador Macintosh Performa 630. Antes de la
estabilizacion (30 minutos) se aplicé a todos los anillos una tension de reposo de 1,5 g.

[0042] Después de la estabilizacién, todos los vasos se expusieron tres veces a la solucion amortiguadora de Krebs,
que contenia una alta concentracion de potasio (60 mM), para evaluar la viabilidad del tejido y para proporcionar una
contraccion maxima de referencia para el posterior analisis de datos. Cada respuesta se siguié de un lavado. Se
construyd entonces una curva de concentracion-respuesta del agonista adrenérgico a4, L-fenilefrina (PE; 10 BM - 3x10°
5M) y se uso6 con el fin de identificar la concentracion de PE necesaria para generar una contraccién maxima de ~80%
(ECs0) para posteriores estudios vasodilatadores. Tras la estabilizaciéon de las contracciones, se construyeron en todas
las preparaciones las curvas de concentracidon-respuesta acumulativas del vasodilatador dependiente del endotelio,
acetilcolina (ACh; 107 - 10'5M). Solo se obtuvo una curva de concentracidon-respuesta por tejido. Se obtuvo otra
contraccién subméxima de PE vy el inhibidor de NO sintasa, N*-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) se aplicd para
inhibir la produccién enddgena de NO y para determinar el efecto vasodilatador del NO derivado del endotelio en
condiciones basales (sin estimulos). Posteriormente, se afiadié el barrido de NO, carboxi-PTIO (cPTIO; 1mM), para
establecer la contribucion de NO independiente de NOS a cualquier tono vasodilatador existente en condiciones
basales.
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Ensayo para determinar la viabilidad de las células endoteliales

[0043] Las células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) se cultivaron en frascos de 162 ml (medio de Eagle
modificado por Dulbecco 37°C, 5%CO3). Las células se cultivaron para la confluencia y se transfirieron a placas de
cultivo de 6 pozos que contenian una solucién salina amortiguadora de fosfato (control), la soluciéon de UW sin GSH, la
solucién de UW con GSH (3mM), la solucién de UW con GSH-MEE (3mM) o la solucion de UW con GSNO durante 24
horas (37°C) sin oxidantes o en presencia de un generador de radicales hidroxilos (menadiona; 10 uM), el sistema de
generacion de superoxido, la xantina + xantina oxidasa (5 pM; 1mU/ml) o las especies oxidantes H>O, (100 pM). La
viabilidad de las células tras incubaciones de 24 horas se evalué a través de un ensayo de exclusion con azul tripan
estandar.

Analisis Estadistico

[0044] El analisis estadistico se llevd a cabo mediante GraphPad Prism versién 3.02 para Windows, GraphPad
Software, San Diego, California, EEUU. Todos los valores se expresan como la media +/- SEM. Los datos se analizaron
mediante un ANOVA unidireccional o bidireccional; el test de Dunnet post-hoc se aplicé cuando procedia siguiendo
ANOVAs unidireccionales. P<0,05 se considerd significativo.

Resultados

[0045] EI cloruro de potasio (60mM) generd contracciones reproducibles de los anillos adrticos después de 1h o 48h de
isquemia fria en la solucion de UW con y sin GSH. No hubo diferencias significativas en la magnitud de la contraccion
provocada en los anillos almacenados en cualquiera de las soluciones (P=0,061; Figura 1).

[0046] La fenilefrina (10-100nM) provocd una contraccidon estable de cada preparacion equivalente al ~80% de la
respuesta maxima para 60mM KCI. Después de 1 hora de isquemia fria, no habia diferencias significativas entre las
contracciones maximas inducidas por PE de cualquiera de las soluciones de UW y la solucion estandar de UW (Figura
2a). Después de 48 horas de isquemia fria, el tejido almacenado en la solucion de UW con GSNO era el unico que
mostraba contracciones maximas significativamente bajas en respuesta a PE en comparacion con la solucién de la UW
sin GSH (Figura 2b).

[0047] La acetilcolina (10-100nM) produjo una vasodilatacién dependiente de la concentracion en PE precontrayendo
los anillos adrticos después de 1 hora o 48 horas de isquemia fria en todas las soluciones de UW. Después de 1 hora de
isquemia fria, los tejidos almacenados en la solucién de UW libre de GSH presentaban una relajacion dependiente del
endotelio significativamente mayor que cualquiera de los tejidos almacenados en las soluciones con GSH (Figura 3a).
Después de 48 horas de isquemia fria, todos los vasos mostraban respuestas reducidas a ACh en comparacion con los
que habian estado almacenados 1 hora, pero los tejidos preservados en la solucién de UW con GSH presentaban una
relajacion dependiente del endotelio significativamente menor que los de la solucion de UW sin GSH. No habia
diferencias significativas en la relajacion dependiente del endotelio entre los tejidos almacenados en las soluciones de
UW con GSNO o GSHMEE vy la solucion de UW libre de GSH (Figura 3b).

[0048] Anadir L-NAME a los tejidos precontraidos tras 1 hora de isquemia fria en cualquiera de las soluciones de UW
con GSH provocd una contraccién similar a la de los vasos tratados con la soluciéon de UW libre de GSH (Figura 4a).
Afadir, ademas, el barrido de NO, cPTIO, provocd una contraccion significativamente mayor solo en los tejidos
preservados en la solucion de UW con GSNO en comparacion con la solucion estandar de UW (Figura 4a).

[0049] Anadir L-NAME a los tejidos precontraidos después de 48 horas de isquemia fria tanto en la solucién de UW con
GSHMEE como en la que contenia GSNO provocé una contraccion significativamente menor en comparacion con la
solucion estandar de UW (Figura 4b). Una vez mas, afiadir también cPTIO provocd una contraccion significativamente
mayor solo en los tejidos preservados en la soluciéon de UW con GSNO en comparacion con los almacenados en la
solucion estandar de UW (Figura 4b).

Ensayo de viabilidad celular

[0050] La viabilidad de las células HUVEC después de 24 horas en una solucidon salina amortiguadora de fosfato
(control) fue de media >80% (Figura 5). Las células incubadas en las soluciones de UW que contenian GSH o GSH-
MEE mostraron una viabilidad significativamente reducida, mientras que las incubadas en la solucion de UW con GSNO
presentaron una tasa de supervivencia no muy distinta a la del control. El generador de radicales hidroxilos era
altamente citotdxico, con menos del 5% de las células que sobrevivieran el periodo de tratamiento de 24 horas en las
condiciones de control. El GSH y el GSH-MEE mejoraron significativamente la supervivencia celular en presencia de
menadiona, mientras que el GSNO resulté ineficaz. El sistema de generacion de superdxido, X/XO, no afectd
significativamente la supervivencia celular y el patron de respuesta a los diversos tratamientos fue el mismo que el que
encontramos en condiciones sin estrés. El H,O, causé una importante muerte celular, pero ninguno de los tratamientos
de UW tuvo un efecto significativo en la viabilidad de las células.
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Discusién

[0051] La isquemia fria y la lesién por isquemia-reperfusion se caracterizan por el estrés oxidativo, al cual las células
endoteliales son particularmente sensibles, no sélo en términos de viabilidad celular, sino también debido a la
inactivacion del potente agente protector dependiente del endotelio, el éxido nitrico (NO), causada por los radicales
libres centrados en oxigeno. La vasoconstriccion resultante, junto con el aumento de la tendencia a la agregacién
plaquetaria, la adhesion de monocitos y la activacion de los leucocitos constituyen las limitaciones fundamentales para
la preservacion de organos

[0052] EI glutatién (GSH) es un elemento clave en las defensas antioxidantes intracelulares, donde puede actuar como
un antioxidante en si mismo, como fuente de equwalentes de reduccion para las enzimas antioxidantes y como agente
reductor enddégeno para reciclar V|tam|nas Cy E*° Es importante destacar que el GSH es esencial para proteger a las
células endoteliales del dafio oxidativo''. El sumlnlstro de GSH es, por tanto, un medio teéricamente beneficioso para
incrementar la capacidad antioxidante de las células, y para proteger la integridad y la funcién de las células endoteliales
en particular. Sobre esta base, parece l6gico enriquecer las soluciones de preservacion de 6rganos como la de UW con
GSH, en un esfuerzo por contribuir a la proteccién contra el dafio oxidativo.

[0053] EI trabajo in vitro e in vivo previo sugiere que afiadir GSH a la solucién de preservacion de érganos no aporta
ninguna ventaja Esta falta de beneficio se debe probablemente al hecho de que el GSH de la soluciéon de UW se oxida
muy rapido a su forma inactiva durante el almacenamiento anterior a su uso; se considera que la vida media del GSH en
la solucién de UW es de unos 8 dlas de almacenamiento en frio. Ademas, el GSH es un tripéptido y no atraviesa
facilmente las membranas celulares'?. Dado que los radicales libres intracelulares tampoco atraviesan las membranas,
esto supone un problema para que se produzca con éxito el reabastecimiento de las reservas intracelulares agotadas
bajo condiciones de estrés oxidativo. El glutation de la solucién de UW es probable, por tanto, que actue principalmente
como un antioxidante extracelular de corta duracién durante el periodo de isquemia y que solo aporte limitados
beneficios en la reperfusion de drganos tras el trasplante.

[0054] Después de 1 hora o 48 horas de isquemia fria en cualquiera de las soluciones de UW, la funcién del musculo
liso parece que se conserva tal y como demuestran las curvas dependientes de la concentracion de PE. El hallazgo de
que los anillos almacenados en la solucion de UW con GSNO durante 48 horas tienen una respuesta contractil menor
puede ser un reflejo de la actividad del NO exdgeno que causa un efecto vasodilatador, pese al hecho de que el GSNO
es aclarado varias horas antes de que se evallen las respuestas a la fenilefrina. Estos resultados estan en consonancia
con nuestros datos anteriores que muestran que el GSNO puede mantener la dilatacion medlada por NO de los
segmentos de la vena safena humana y la arteria mamaria interna varias horas después del lavado'®

[0055] Los datos actuales muestran que tras 1 hora de isquemia fria, la vasodilatacién dependiente del endotelio se vio
afectada de forma significativa en los tejidos almacenados en la solucion de UW con GSH en comparacion con los
tejidos almacenados en la solucion estandar de UW. Después de 48 horas de isquemia fria, solo los tejidos
almacenados en la solucion de UW con GSH presentaron esta disfuncion endotelial. Estos datos implican que afadir
GSH a la solucion de UW tiene un efecto perjudicial sobre la disfuncién endotelial durante la isquemia fria, que es de
rapido aparicion y adicional a la causada por la isquemia-reperfusion. El mecanismo exacto que subyace a este efecto
paradéjico no queda claro, pero podria estar mediado por una exacerbacién del dafio inducido por los radicales libres en
estas condiciones. Esta hipétesis se sustenta en pruebas existentes a favor de la peroxidacién de fosfolipidos inducida
por radicales glutationiles, que tiene como resultado el dafio celular; y se sustenta también en nuestros experimentos de
cultivo de células endoteliales, por medio de los cuales tanto el GSH como el GSH- MEE redujeron significativamente la
viabilidad celular tras una exposicion de 24 horas en ausencia de estimulos oxidantes™. El GSNO no provocé la muerte
de las células bajo estas condiciones, lo que sugiere que este agente podria ser preferlble no solo por sus propiedades
para generar NO, sino también por carecer de efectos citotdxicos en concentraciones farmacolégicamente relevantes.
Ademas, existen datos que demuestran que el suministro de NO exégeno posibilita la citoproteccion en las lesiones por
isquemia-reperfusion'®.

[0056] En conclusion, los datos actuales no sustentan la adicion de GSH a la solucién de preservacion de 6rganos de
UW; en lugar de aportar propiedades antioxidantes beneficiales, puede provocar un efecto citotdxico paraddjico.
Mientras que el aducto de células permeables de GSH, GSH-MEE, parecia tener un impacto menos perjudicial sobre la
funcién endotelial, segun parece también era toxico para las células endoteliales. El GSNO, por otra parte, no compartia
las propiedades citotoxicas de GSH y GSH-MEE, al mismo tiempo que generaba NO durante varias horas después del
lavado, provocando una vasodilataciéon sostenida que podria ayudar a mantener la perfusion en el periodo inicial tras el
trasplante.

[0057] Nuestros datos indican que el GNSO en la soluciéon modificada de UW (que contenia EDTA, pero no GSH) se
descompuso con una vida media de ~6 dias, mientras estaba almacenado en un refrigerador de laboratorio
convencional sin luz a 4-6 °C. Durante el mismo periodo de tiempo y en las mismas condiciones, el GSNO no mostro
ningun tipo de descomposicién significativa en DMSO al 100%. El punto de congelaciéon de DMSO es ~15°C, por lo que
estas muestras se “congelaron” eficazmente durante el experimento, contribuyendo quizas a la estabilidad de GSNO
bajo estas condiciones. La aparente depresion de absorcién en el momento cero de la muestra de DMSO
probablemente se atribuye a la disolucion incompleta del material cuando se tomd la primera medida. La falta de
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descomposicion importante de GSNO en DMSO durante este periodo de tiempo impidié la determinacion de una vida
media significativa, pero es probable que sea de varios meses.
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REIVINDICACIONES

1. Una solucién para que se utilice en la preservacion de érganos y/o tejidos in vitro, donde la solucién comprende una
fuente de S-nitrosotiol, e incluye ademas uno o mas componentes adicionales, seleccionados a partir de almidon;
hidroxietilalmidén, acido lactobidnico; gluconato de sodio y/o potasio; glucosa; CaCly; fosfato de potasio; EDTA u otro
agente quelante de metal, como el sulfato de magnesio chelex; rafinosa; dextrano; albimina recombinante; agentes de
proteccién contra la lesién isquémica, como la adenosina; antioxidantes, como el alopurinol y/o la pentafraccion, con los
componentes preparados en agua, con la condicion de que la solucion esté sustancialmente libre de glutation o
compuestos que forman glutation.

2. La solucion segun la reivindicacién 1, en la cual la solucién comprende glutation o compuestos que forman glutation
en concentraciones de hasta 50 pM.

3. La solucién segun las reivindicaciones 1 0 2, en la cual el S-nitrosotiol es S-nitrosoglutation.

4. La solucion segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la cual el S-nitrosotiol esta presente en una
cantidad de 1uM - 1Mm.

5. La solucion segun la reivindicacion 1, la cual comprende también uno o méas componentes adicionales,
seleccionados a partir de antibidticos, como la penicilina; insulina (para ayudar en la absorcién de glucosa) y/o anti-
inflamatorios, como la dexametasona.

6. La solucién segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, la cual comprende también EDTA u otro(s)
agente(s) quelante(s) de metal.

7. Un envase sustancialmente impermeable a la luz, que contiene la solucidn segun cualquiera de las reivindicaciones
1-6.

8. El envase segln la reivindicacién 7, en el cual el S-nitrosotiol se encuentra inicialmente en un compartimento
separado del resto de la solucién, y en el cual el compartimiento se compone de una membrana, pared o similar
rompible, que tras su ruptura permite que el S-nitrosotiol se mezcle con el resto de la solucion.

9. La solucién o envase segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el S-nitrosotiol se almacena en
una solucion estabilizadora, como DMSO o DMF, antes de mezclarse con otros componentes de la solucién
previamente a su uso.

10. Una solucién de preservacion de érganos sin glutatién y que comprende, inmediatamente antes de su uso como
solucion de preservacion, S-nitrosoglutation 50 yM - 200 pM; lactobionato 50mM - 200mM; KH; POs 10mM -
100mM; MgSO4 1mM - 20mM; fuente de carbohidratos (Ej. rafinosa, glucosa o sacarosa) 2mM - 50mM; agente quelante
de metal (Ej. EDTA o Chelex) 0,01mM - 1mM; agente protector contra lesiones isquémicas, como la adenosina 1mM -
10mM; antioxidantes, como el alopurinol 100uM - 5mM; anti-inflamatorios, como la dexametasona, 5 mg/l - 30mg/l;
insulina 10u/l - 100u/l; antibiético(s), como la penicilina 50mg/I - 250mg/I.

11. Un método de conservacion de érganos y/o tejidos, que comprende los siguientes pasos:

a. mantener aislado el érgano y/o tejido en una solucién segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6 o
10; y/o reperfundir una solucién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 - 6 o 10 a través del érgano y/o tejido
aislado.

12. Un método segun la reivindicacion 11, segun el cual el érgano y/o tejido que se preserva son rifiones, higado,
pulmén o pancreas.

13. Una solucién o envase segun cualquiera de las reivindicaciones 1-10 que se utiliza en la preservacion de rifiones,
higado, pulmén o pancreas.
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