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(57) Resumo: ARCABOUCO TRIDIMENSIONAL
PARA CELULAS TRONCO, PROCESSO DE
OBTENCAO DO MESMO E SEU USO. A
presente invencédo descreve um arcabouco
(scaffold) tridimensional biodegradavel de fibrina,
formado por uma serinoprotease extraida a partir
de veneno de serpente, um crioprecipitado rico
em fibrinogénio extraido de bubalinos, o diluente
cloreto de calcio e uma solugdo de uma
populacgdo de células tronco. O arcabouco é
apropriado para suportar uma populagdo de 106
células por mL de fibrina por um periodo
prolongado de tempo, em que as células tronco
sdo mesenquimais, de tecido umbilical e células
tronco mononucleares. A inveng¢édo descreve,
ainda, o processo de obtencéo do arcabouco,
cujos componentes sao providos separadamente
e polimerizam-se in situ apds mistura. O
arcabouco descrito apresenta inimeras
aplicagbes médicas, podendo aumentar a
vascularizacdo, a quimiotaxia celular, a
regeneracdo nervosa e / ou a cicatrizacdo de
feridas no local da administracao. Devido a sua
origem animal, ndo ha o risco de transmitir
doencas infecciosas.
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ARCABOUCO TRIDIMENSIONAL PARA CELULAS TRONCO, PROCESSO DE
OBTENCAO DO MESMO E SEU USO

Campo da invengdo:

[1] A presente invencgdo se 1insere no campo médico,
mais precisamente no que diz respeito a reparacgdo tecidual
a partir da utilizacdo de células tronco, e descreve um
arcabouco tridimensional para células tronco, cujo cbjetivo
& suportar tais células por um periodo prolongado de tempo.

[2] O arcabougo ora descrito ¢é formado por uma
serinoprotease extraida a partir do wveneno da serpente
Crotalus durissus terrificus, um crioprecipitado rico em
fibrinogénio extraido de bubalinos, o diluente cloreto de
cédlcio e uma solugdo de uma populacdo de células tronco.

[3] A invencdo ainda ensina o processo de obtengdo do
arcabouco, cujos componentes sdo providos separadamente e
polimerizam-se in situ apds a mistura.

[4] O arcabougo tridimensional para células tronco
descrito apresenta inumeras aplicacdes médicas na terapia
celular e ndo héd o risco de transmitir doencas infecciosas.

Fundamentos da invencdo:

[5] Células Tronco (CT) estdo amplamente distribuidas
pelo organismo e sdo capazes de diferenciar-se em linhagens
muito especificas ou apenas em fendtipos uUnicos.

[6] Encontrar uma forma adequada de aplicacdo de CTs
para a utilizacdo na engenharia de tecidos & o requerimento
essencial para o sucesso da terapia celular.

[7] As células mais amplamente usadas na engenharia
de tecidos sdo as células tronco mesenquimais (CTMs), as
guais residem na medula Ossea, em torno dos vasos
sanguineos (como pericitos), na pele, na gordura, no
musculo e em outros locais.

[8] Por sua vez, a engenharia de tecidos necessita de
um arcabouco no qual as células possam se proliferar e

diferenciar-se em uma nova geracdo de tecidos.
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[9] Este arcabouco deve ter caracteristicas ideais,
tal como a capacidade de promover a adesdo celular, ser
biodegradavel e fornecer suporte mecénico suficiente para
as forcas in vivo.

[10] BRiopolimeros naturals, como a fibrina humana, sé&o
atraentes para os engenheirocs de tecidos: a fibrina é
bioccompativel, reabsorvivel e essencial na cicatrizacéo
tecidual.

[11] Uma matriz de fibrina é um biopolimero utilizado
para hemostasia e selagem de tecidos e é conhecida por ser
importante no processo de cicatrizacdo de feridas normal.

[12] A fibrina tem sido utilizada também como métodos
de entrega de células e fatores de crescimentos exdgenos,
podendo ser usada como arcabouco bioldgico. Seu uso como
arcabouco tem grande potencial para diversos procedimentos
terapéuticos inovadores, como tecido ésseo, cartilaginoso,
nervoso, cutidneo, entre outros.

[13] Um arcabouco de fibrina pode suportar o
crescimento, a migracdo e a diferenciacdo de varios tipos
de células, dentre elas, as endoteliais, os fibroblastos,
células de queratindcitos, miofibroblastos e células tronco
mesenquimais.

[14] As (CTs semeadas em arcaboucgos de fibrina, guando
implantadas, tém a capacidade de criar uma ampla rede de
vasos sanguineos, fibroblastos e células nervosas.

[15] A fibrina é fabricada para uso clinico como um
sistema de dois componentes, constituido por trombina e
fibrinogénio crioprecipitado do plasma a partir do sangue
humano.

[16] Sendo assim, esta invencdo propde um arcabougo
tridimensional de fibrina, que mimetiza a etapa final da
cascata da coagulacédo, para suportar células tronco.

[17] Para tal fim, utiliza-se um crioprecipitado rico

em fibrinogénio e uma enzima trombina simile, também
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conhecida como serinoprotease (SPase), extraida do veneno
de uma serpente.

[18] O crioprecipitado consiste na fracdo insoluvel,
precipitada a frio, do plasma fresco congelado. Contém
fibrinogénio, fator VIII (F VIII), fator de von Willebrand
(F vW), fator XIII (F XIII) e fibronectina.

[19] As principais indicag¢des do crioprecipitado séao
na reposicdo de fibrinogénio em pacientes com hemorragias e
déficits isolados congénitos ou adquiridos de fibrinogénio,
na reposicdo de fibrinogénio em pacientes com coagulacgéo
intravascular disseminada e com graves hipofibrinogenemias,
na reposicgdo de fatores XIII e de von Willebrand guando néo
se dispuser do concentrado industrial e, por fim, na
composicdo da férmula de selantes de fibrina autdlogos ou
heterdlogos para uso tdépico ou sistémico.

[20] As SPases atuam sobre o sistema hemostatico,
convertendo a molécula de fibrinogénio em mondmeros de
fibrina. Na presenca do calcio, estas se polimerizam e
adguirem uma capacidade selante e adesiva pela formacdo de
um coagulo estéavel.

[21] O wveneno da serpente Crotalus durissus terrificus
& extraido e processado de acordo com a dosagem proteica,
seguido de liofilizacédo.

[22] Posteriormente, o veneno é submetido as técnicas
de fracionamento por intermédio da cromatografia ligquida de
alta eficiéncia (HPLC) e, por fim, é avaliada a pureza da
serinoprotease de interesse por técnicas de sequenciamento
e espectrometria de massas, a fim de se obter uma
serinoprotease pura, segura e isenta de substélncias
indesejéaveis para o organismo humano.

[23] A composigdo do veneno das serpentes Crotalus
durissus terrificus é complexa e constituida de enzimas,
toxinas e peptideos.

[24] O fracionamento em coluna de resina revela as
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enzimas 5-nucleotidases, fosfodiesterases, enzima tipo
trombina, l-aminoxidases, enzimas com atividade calicreina
tecidual e hidrolase do NAD.

[25] As demais fracgdes ©presentes sédo: crotamina,
crotapotina, fosfolipase AZ, convulxina e giroxina. Esta
Gltima pertence ao grupo das enzimas trombina simile e,
também, a um grupo maior de enzimas serinoproteases, gue se
caracterizam por apresentar um sitio catalitico comum por
meio de um mecanismo que envolve um aminodcido ativo serina
altamente reativo e presente na posicdo 195.

[26] A modelagem tedrica da serinoprotease de Crotalus
durissus terrificus é mostrada na Figura 1. A estrutura
globular monomérica apresenta duas estruturas alfa-hélice
(em vermelho), contendo os residuos 146-152 e 215-227; duas
estruturas P-barris formada por seis folhas antiparalelas
(em amarelo) e loops (em verde); cinco pontes dissulfeto
(em azul) e a triade catalitica (em laranja).

[27] Esta SPase ndo ¢é alterada por congelamento e
descongelamento ou tratamento térmico a 40 °C durante 15
minutos. Devido sua atividade enzimédtica semelhante a
trombina, atua sobre o fibrinogénio humano e animal
clivando a cadeia alfa prdéxima ao N-terminal.

[28] Os mondmeros de fibrina resultantes polimerizam-
se em uma rede tridimensional intensa e estéavel, gue difere
da produzida tradicionalmente pela trombina.

[29] Como aplicacéao na engenharia celular e de
tecidos, o arcabouco tridimensional para células tronco ora
proposto ndo apresenta risco de transmissdo de doencas
infecciosas. No ambito da mutagenicidade, por sua vez, O0s
testes realizados indicaram auséncia de atividade
mutagénica.

[30] Estudos realizados demonstraram a manutencdo da
viabilidade celular deste arcabouco por pelo menos 30 dias

apds a aplicacéao.
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Estado da técnica:

[31] Documentos disponiveis no estado da técnica
descrevem diferentes arcaboucos tridimensionais de fibrina,
0s quais sdo utilizados em procedimentos cirurgicos e
feridas crdénicas.

[32] No documento EP 0.592.242 Bl, faz-se referéncia a
uma composicdo de fibrina compreendendo qualquer forma de
monémero de fibrina que possa ser convertida em polimero.
Ainda, o mondmero ndo deve se polimerizar por pelo menos
1,5 minutos apdés o preparo da composicédo.

[33] O documento de anterioridade WO 2012/020412 A2
propde um arcabouco a base de fibrina compreendendo
células-tronco mesenquimais ou células de tecido umbilical,
em gue o arcabouco ou scaffold é formado por um componente
de fibrinogénio em uma concentracdo superior a 17,5 mg/ml.

[34] ©Nenhum dos documentos citados propde um arcaboucgo
tridimensional de fibrina tal como o descrito na presente
invencdo. Ainda, o arcabouco de fibrina descrito apresenta
inumeras aplicac¢des na engenharia celular e de tecidos e
ndo hd o risco de transmitir doencas infecciosas.

Breve descrig¢do da invengdo:

[35] A invencdo descreve um a arcabouc¢o tridimensional
para células tronco, o gual compreende uma serinoprotease
extraida a partir do veneno da serpente Crotalus durissus
terrificus, um crioprecipitado rico em fibrinogénio
extraido de bubalinos, o diluente cloreto de calcio e uma
solucdo de uma populacdo de células tronco.

[36] A invencdo ainda ensina o processo de obtencdo do
referido arcabouco, cujos componentes sdo providos
separadamente e polimerizam-se in situ apds mistura.

[37] O arcabougo de fibrina é capaz de suportar, pelo
menos, uma populacdo de 10° células tronco por mlL de
fibrina, em que as células tronco podem ser mesenguimais,

de tecido umbilical e / ou mononucleares, por um periodo
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prolongado de tempo.

Breve descrigcdo da figura:

[38] A Figura 1 representa a estrutura tedrica da
serinoprotease proveniente do veneno de Crotalus durissus
terrificus.

Descricdo detalhada da invencdo:

[39] A invencdo descreve um arcabouco tridimensional
de fibrina para células tronco, o gual compreende uma
serinoprotease extraida a partir do veneno da Crotalus
durissus terrificus, um crioprecipitado rico em
fibrinogénio extraido de bubalinos, o diluente cloreto de
cadlcio e uma solucgdo de uma populacdo de células tronco, na
proporcdo de 0,3 mL : 0,5 mL : 0,5 mL : 10° células.

[40] O arcabouco tridimensional ¢é formado in situ,
pela polimerizacdo dos componentes apds mistura.

[41] Ainda, ¢é objeto desta invencdo o processo de
obtencdo do arcabouco de fibrina.

[42] Os componentes sdo providos individualmente, em
frascos separados, e congelados a -20 °C até o seu uso. Os
frascos deverdo ser retirados do freezer e mantidos a
temperatura ambiente (entre 15 e 25 °C) durante 10 a 20
minutos para descongelamento.

[43] A serinoprotease é extraida a partir do veneno de
uma serpente e estd presente em uma concentracdo gue varia
entre 4 e 5 mg/mL. Em uma modalidade preferida da invencéao,
a serpente é a Crotalus durissus terrificus.

[44] O crioprecipitado é extraido do sangue (plasma)
de grandes animais, preferencialmente bubalinos.

[45] O crioprecipitado desta invencdo compreende:

- fibrinogénio em concentracdo entre 0,7 e 1,4 mg/mL;

fator V em concentracdo entre 70 e 200 UI/dL;

I

fator VIII em concentracdo entre 100 e 700 UI/dL; e
- fator de von Willebrand em concentracdo entre 50 e

500 UI/dL.
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[46] O diluente utilizado é o cloreto de cdlcio em
concentracdo entre 20 e 30 mM, preferencialmente 25 mM.

[47] A solucdo de manutencdo (10 mL) de uma populacdo
contendo pelo menos 10° células tronco é centrifugada até a
formacdo de um pélete. O sobrenadante é, entdo, descartado
e o0 pélete é ressuspendido na solucdo diluente.

[48] O contetdo do diluente, associado as células
tronco, €& injetado no frasco contendo a serinoprotease,
agitado e reservado em seguida.

[49] Por ultimo, deve-se aspirar todo o contetdo do
crioprecipitado e, concomitantemente, realiza-se a
aplicacdo diretamente no local de interesse.

[50] A aplicagdoc no local de interesse apds a adigdo
do crioprecipitado deve ocorrer em, no maximo, 60 segundos,
pois logo apds observa-se a formagdo de um gel transltcido,
gue corresponde ao arcabougo de fibrina contendo as células
peletizadas em seu interior.

[51] A fibrina pode ser desnaturada apdbds contato com
solucdes contendo alcool, iodo ou metais pesados (tais como
uma solug¢do antisséptica). Logo, estas devem ser removidas
antes da aplicacdo do produto.

Crioprecipitado:

[52] Para assegurar de gque o crioprecipitado & seguro
e isento de qualguer substéncia estranha ou indesejavel ao
organismo humano, faz-se necessario selecionar e certificar
a sanidade dos animals doadores.

[53] Logo, o manejo sanitdrio (vacinas e vermifugacéo,
testes soroldgicos diagndsticos e de tuberculinizacdo, além
de exames clinicos) devem ser realizados com frequéncia.

Toxicologia e mutagenicidade:

[54] A fim de analisar a viabilidade do arcaboucgo
tridimensional para células tronco desta invencdo, foram
realizados testes de toxicidade e de mutagenicidade.

- Toxicologia:
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[55] Para analisar a toxicologia do arcabougo desta
invencdo, foram realizados o0s testes de determinacdo da
DLsy oral em ratos com a serinoprotease e determinacdo da
sensibilidade dérmica em cobaios com a serinoprotease e o
crioprecipitado.

[56] Para ambos os experimentos realizados, ndo houve
sensibilizacdo a levar ao gquadro de chogue nos animais
experimentados.

- Mutagenicidade:

[57] Para avaliar a mutagenicidade do arcabouco agui
descrito, foli realizado o teste de AMES et al., que utiliza
linhagens de Salmonella typhimurium capazes de detectar
produtos gquimicos que causam mutacdes génicas por
deslocamento do quadro de leitura ou por substituicdo dos
pares de base de DNA.

[58] Para isto, foram usadas linhagens de Salmonella
deficientes em histidina, além de mutacdes gue aumentam a
sensibilidade em detectar mutagenos, tais como mutacédo rfa,
delecdo uvrB e plasmidio pkM101.

[59] Os resultados mostraram gue a frequéncia normal
de mutacdes reversas, tipica da linhagem de Salmonella, ndao
sofreu alteracgdes gquando em presenca da serinoprotease, nem
em presenca do crioprecipitado, um indicativo de que os
componentes do arcabouco tridimensional ndo apresentam
atividade mutagénica.

[60] Os resultados obtidos mostram gue o© arcabougo
tridimensional para células tronco da presente invencdo é
seqguro e eficaz, favorece sobremaneira a hemostasia, tem
bom desempenho como adesivo, é biocompativel e
biocabsorvivel, é menos alergénico gque a sutura convencional
e ndo altera a reparacdo tecidual, bem como ndo ocasionou
eventos adversos decorrentes do uso, nem toxicidade local
ou sistémica.

- Viabilidade celular:
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[61] Estudos em animais de experimentacdo demonstraram
que as células permanecem vidveis apds 60 dias de sua

aplicacéo.
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REIVINDICACOES
1. Arcaboucgo tridimensional para células tronco

caracterizado por ser biodegradavel e por compreender uma

serinoprotease, um crioprecipitado rico em fibrinogénio, um
diluente e uma solugdo de uma populacdo de células tronco,
na proporcdo de 0,3 mL : 0,5 mL : 0,5 mL : 10° células.

2. Arcabouco tridimensional, de acordo com a

reivindicacéo 1, caracterizado pelo fato de a

serinoprotease ser extraida a partir do veneno de uma
serpente e estar presente em uma concentragdo que varia
entre 4 e 5 mg/mL.

3. Arcaboucgo tridimensional, de acordo com a

reivindicacdo 2, caracterizado pelo fato da serpente ser a

Crotalus durissus terrificus.
4, Arcabouco tridimensional, de acoxrdo com a

reivindicacéo 1, caracterizado pelo fato de o

crioprecipitado ser extraido do sangue de grandes animais,
preferencialmente bubalinos.
5. Arcabouco tridimensional, de acordo com  as

reivindicacdes 1 ou 4, caracterizado pelo fato de o

crioprecipitado compreender:

- fibrinogénio em concentracdo entre 0,7 e 1,4 mg/mL;

fator V em concentracdo entre 70 e 200 UI/dL;

fator VIII em concentracdo entre 100 e 700 UI/dL; e

- fator de von Willebrand em concentracdo entre 50 e
500 UI/dL.

0. Arcabouco tridimensional, de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de o diluente ser

o cloreto de cédlcio em concentracdo entre 20 e 30 mM,
preferencialmente 25 mM.
7. Arcabouco tridimensional, de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de a solucdo de

uma populacgdo de células tronco conter pelo menos 10°

células tronco.
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3. Arcabouco tridimensional, de acordo com as

reivindicagdes 1 a 7/, caracterizado pelo fato de os

componentes serem providos individualmente e polimerizarem-
se 1in situ apds mistura.

9. Processo de obtencdo do arcabouco tridimensional
para células tronco conforme definido nas reivindicacgdes 1

a 8, caracterizado por compreender as etapas de:

a) descongelamento dos componentes em temperatura entre
15 e 25 °C durante 10 a 20 minutos;

b) injegcdo do diluente na serinoprotease, seguida de
agitacdo e reserva;

c) centrifugacdo da solucdo de uma populacdo de células
tronco até formar um pélete e descarte do sobrenadante;

d) diluicdo do pélete na solugdo de diluente contendo a
serinoprotease;

c) adigdo da solucdo de crioprecipitado e aplicacéo
imediata (até 60 segundos) no local de interesse; e

d) formacd&o do arcabouco tridimensional.

8. Uso do arcabouco tridimensional para células tronco

conforme definido nas reivindicagSes 1 a 7, caracterizado

por ser no preparo de um arcabouco para ser na terapia

celular e na regeneracdo tecidual.
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FIGURA 1
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Resumo
ARCABOUCO TRIDIMENSIONAL PARA CELULAS TRONCO, PROCESSO DE
OBTENCAO DO MESMO E SEU USO

A presente invencdo descreve um arcabougo (scaffold)
tridimensional biodegradavel de fibrina, formado por uma
serinoprotease extraida a partir de veneno de serpente, um
crioprecipitado rico em fibrinogénio extraido de bubalinos,
o diluente cloreto de calcio e uma solugdo de uma populacéao
de células tronco. O arcabougo é apropriado para suportar
uma populacao de 10° células por mL de fibrina por um
periodo prolongado de tempo, em gue as células tronco séo
mesenquimais, de tecido umbilical e células tronco
mononucleares. A invencdo descreve, ainda, o processo de
obtencdo do arcabouco, cujos componentes sdo providos
separadamente e polimerizam-se in situ apds mistura. O
arcabougo descrito apresenta intmeras aplicacdes médicas,
podendo aumentar a vascularizacdo, a guimiotaxia celular, a
regeneracdo nervosa e / ou a cicatrizacdo de feridas no
local da administracdo. Devido a sua origem animal, n&o héa

o0 risco de transmitir doencas infecciosas.
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